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Resumo

Os oligonucleotideos antisense sdo analogos de cadeias simples de &cidos
nucleicos complementares a um acido ribonucleico mensageiro especifico (hibridizacéo
Watson-Crick), capazes de inibir a sua expressao e bloquear a sintese proteica. Existem duas
classes de oligonucleotideos antisense: os dependentes da RNase H, que induzem a
degradacdo do acido ribonucleico mensageiro, e os oligonucleotideos steric-blocker, que
inibem o processamento do &cido ribonucleico mensageiro (splicing) ou a sintese proteica.
Assim, os oligonucleotideos antisense constituem uma estratégia terapéutica seletiva nas
doencas em que a sintese proteica esta desregulada ou resulta na isoforma proteica mutada.

Ap0s a sua descoberta em 1978, motivada para a inibicao do virus do sarcoma de
Rous, assistiu-se ao desenvolvimento de novas gerac¢des de oligonucleotideos antisense, com
maior estabilidade, poténcia e seletividade, permitindo a sua utilizacao na pratica clinica real.

Nesta reviséo, pretende-se abordar o mecanismo de atuagdo desta nova classe
de farmacos, a evolucdo da farmacogenOmica no seu desenvolvimento e, de modo
sistematico, apresentar a aplicabilidade dos oligonucleotideos antisense no tratamento da
patologia renal, neurodegenerativa, hemato-oncoldgica e inflamatdria. Esta terapéutica tem
evidenciado segurancga e eficacia em modelos animais e em ensaios clinicos, todavia a
extrapolacéo para a prética clinica real € ainda o maior desafio no desenvolvimento cientifico.

Esta revisdo baseou-se na pesquisa nas bases de dados eletr6nicas PubMed,
MEDLINE e Embase, sem restricdo pelo ano de publicacdo. Recorreu-se ainda a base de
dados ClinicalTrials (www.clinicaltrials.gov), a plataforma UpToDate e as orientagbes da
Sociedade Europeia para Oncologia Médica (www.esmo.org/Guidelines). Foram ainda
utilizados resumos de conferéncias quando eram relatados novos resultados clinicos ainda
nado publicados. O critério de selecdo das publicacbes mais recentes foi a aplicabilidade a
pratica clinica. A ultima pesquisa foi realizada a 30 abril de 2018.

Palavras-chave: “antisense oligonucleotides”, “cancer”, “clinical trials”, “genetic

therapy”, “kidney” e “neurodegenerative”.



Abstract

Antisense  oligonucleotides are single-stranded nucleic acid analogs
complementary to a specific messenger ribonucleic acid (Watson-Crick hybridization), capable
of inhibiting its expression and blocking protein synthesis. There are two classes of antisense
oligonucleotides: those dependent on RNase H, that induce messenger ribonucleic acid
degradation, and steric-blocker oligonucleotides, that inhibit messenger ribonucleic acid
processing (splicing) or protein synthesis. Thus, antisense oligonucleotides constitute a
selective therapeutic strategy in diseases whose protein synthesis is dysregulated or results
from a mutated protein isoform.

After its discovery in 1978, motivated for the inhibition of the Rous sarcoma virus,
we witnessed the development of new generations of antisense oligonucleotides, with greater
stability, potency and selectivity, allowing its use in real clinical practice.

This review intends to address the mechanism of action of this new class of drugs,
the evolution of pharmacogenomics in its development and, in a systematic way, to present the
applicability of antisense oligonucleotides in the treatment of renal, neurodegenerative,
hemato-oncological and inflammatory pathology. This therapy has shown safety and efficacy
in animal models and in clinical trials, however the extrapolation to the actual clinical practice
is still the greatest challenge in the scientific development.

The review was based on the search in the electronic databases PubMed,
MEDLINE and Embase, without restriction of year of publication. It was also used the register
ClinicalTrials (www.clinicaltrials.gov), the UpToDate platform and the guidelines of the
European Society for Medical Oncology (www.esmo.org/Guidelines). Conference summaries
were also used when new unpublished clinical results were reported. The criteria for selection
of the recent publications was the applicability to clinical practice. The last review was
conducted on April 30, 2018.

Key-words: “antisense oligonucleotides”, “cancer”, “clinical trials”, “genetic

therapy”, “kidney” and “neurodegenerative”.
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Agt: Angiotensinogénio

ApoER2: Receptor da apoliproteina E

CMV: Citomegalovirus

CTGF: Fator de crescimento do tecido conjuntivo

DA: Doenca de Alzheimer

DFG: Débito de filtragdo glomerular

DRPAD: Doenca renal poliquistica autossomica dominante
elFAE: Fator de iniciacé@o eucariético 4E

ERK: Cinase regulada por sinal extracelular

FDA: Administracdo de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos

GESF: Glomeruloesclerose segmentar e focal

Hsp: Proteinas de choque térmico

ICAM-1: Molécula de adesao intercelular do tipo 1
IGF-1: Fator de crescimento semelhante & insulina tipo 1
INF: Interferdo

IRAK1: Cinase associada ao recetor de interleucina-1
IRF5: Fator regulador de interferéo 5

LRA: Leséo renal aguda

MAPK: Proteina cinase ativada por mitogénio

MBG: Membrana basal glomerular

MiRNA: microRNA

mRNA: Acido ribonucleico mensageiro

MTOR: Proteina alvo da rapamicina

ON: Oligonucleotideos antisense

PCR: Proteina C-reativa

P1O: Presséao intra-ocular

SGLT2: Recetor co-transportador de sodio-glicose 2
SRAA: Sistema renina-angiotensina-aldosterona
STATL1: Transdutor de sinal e ativador de transcri¢do tipo 1

TAC: Tomografia axial computorizada



TCP: Tubo contornado proximal
TGF: Fator de transformacédo do crescimento beta
TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa

TTR: Transtirretina
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Introducao

Os oligonucleotideos antisense (ON) sdo analogos de cadeias simples de
acidos nucleicos complementares a um 4cido ribonucleico mensageiro (MRNA) especifico
(hibridizacdo Watson-Crick), capazes de inibir a sua expressdo e bloquear a sintese
proteica. 12

ApoOs a sua descoberta em 1978, com o objetivo de inibir o virus do sarcoma
de Rous, assistiu-se ao desenvolvimento de novas geragbes de ON, com maior
estabilidade, poténcia e seletividade, permitindo a sua utilizagdo na pratica clinica real. 34

Existem duas classes de ON: os dependentes da RNase H, que induzem a
degradacao do mRNA, e os oligonucleotideos steric-blocker, que inibem o processamento
do mRNA (splicing) ou a sintese proteica. Assim, os oligonucleotideos antisense
constituem uma estratégia terapéutica seletiva nas doencas em que a sintese proteica esta
desregulada ou resulta na isoforma proteica mutada.> ®

De uma maneira geral, os principais mecanismos de internalizagdo dos ON nas
células alvo sdo a endocitose adsortiva e a pinocitose de fase fluida.” No que diz respeito
a sua distribuicdo sistémica, estudos autorradiograficos em modelos animais, evidenciaram
que esta ocorre pela maioria dos tecidos (sobretudo no figado, rins, medula dssea,

adipécitos e ndédulos linfaticos), com excecéo do sistema nervoso central.®

Objetivos

Nesta revisdo apresenta-se 0 mecanismo de atuacdo desta nova classe de
farmacos, a evolugdo da farmacogendémica no seu desenvolvimento e, de modo
sistematico, a aplicabilidade dos ON no tratamento da patologia renal, neurodegenerativa,
hemato-oncolégica e inflamatéria. Também sdo abordados os seus efeitos adversos e as

aplicacdes clinicas dos microRNA (miRNA) como biomarcadores de diagnostico.



Metodologia

Esta revisdo baseou-se em pesquisas nas bases de dados eletrénicas
PubMed, MEDLINE e Embase, tendo sido selecionados artigos cientificos, em portugués
e inglés, sem restricdo quanto ao ano de publicacéo. Recorreu-se ainda a base de dados
ClinicalTrials (www.clinicaltrials.gov) onde estdo disponiveis 0s registos dos ensaios
clinicos a nivel internacional. Foram realizadas consultas a plataforma UpToDate,
suportada por medicina baseada na evidéncia (www.uptodate.com) e as orientacdes da
Sociedade Europeia para Oncologia Médica (www.esmo.org/Guidelines). Foram ainda
utilizados resumos de conferéncias quando eram relatados novos resultados clinicos
ainda nao publicados. O critério de selecdo das publicagbes mais recentes foi a
aplicabilidade a pratica clinica. A Ultima pesquisa foi realizada a 30 abril de 2018.

Nao foi estabelecido nenhum contacto com investigadores cientificos.

As palavras-chave utilizadas foram “antisense oligonucleotides”, “cancer”,

“clinical trials”, “genetic therapy”, “kidney” e “neurodegenerative”.

Definicdo e Mecanismo de Atuacédo dos Oligonucletideos Antisense

Os ON sao andalogos de cadeias simples de acidos nucleicos, complementares
a um mRNA especifico (hibridizagdo Watson-Crick), capazes de inibir a sua expresséo e
bloquear a sintese proteica.?

Existem duas classes de ON: os dependentes da RNase H, que induzem a
degradacdo do mRNA, e os oligonucleotideos steric-blocker, que inibem o processamento
do mRNA (splicing) ou a sintese proteica. Desta forma, os ON estabelecem
complementaridade com uma sequéncia do pré-mRNA e interferem com o splicing e
produgéo proteica.>’ Os mecanismos de splicing do mRNA constituem alvos no tratamento
da distrofia muscular de Duchenne, talassemia [, atrofia muscular espinhal e cancro da
mama.®

Os ON steric blockers impedem o inicio e o alongamento da sintese proteica,
mas a maioria dos ON degrada uma cadeia simples de RNA pela acdo da enzima RNase
H. Este mecanismo pode reduzir a eficiéncia da tradugcdo do mRNA e da sintese proteica
em até 80 a 95%. Os ON dependentes da RNase H inibem a sintese proteica quando
estabelecem complementaridade com qualquer regido do mRNA, enquanto que os ON
steric-blocker sdo mais eficientes quando ligados a regido 5° ou ao codao de iniciagdo AUG
do mRNA. O mecanismo pelo qual a RNase H reconhece os duplexs ainda ndo esta
completamente esclarecido.®® Na figura 1 encontram-se exemplificados os mecanismos de
atuacdo das duas classes de ON.

Por sua vez, os miRNA sdo sequéncias de 18 a 22 nucleétidos néo

codificantes, que inibem a expressao génica. O genoma humano é regulado por mais de



2000 miRNA abundantemente expressos em quase todas as células e mais de 60% dos
genes que codificam proteinas sdo regulados por miRNA.X° Estes podem ser usados
como terapéutica seletiva, regulando determinados processos biolégicos, como a

apoptose, a sobrevivéncia e o metabolismo celular.

Historia da Evolucédo Farmacogendmica dos Oligonucleotideos Antisense

Em 1978, foi descoberto o primeiro ON capaz de inibir o virus do sarcoma de
Rous. Em 1993, realizou-se o primeiro ensaio clinico de fase 1 em humanos. Mais tarde,
em 1998, foi aprovado o fomivirsen, o primeiro ON a ser testado em fase 3, para o
tratamento da retinite por citomegalovirus (CMV)® e em 2004 surgiu o pegaptanib para o
tratamento da degeneracdo macular.® J& em 2007, foi descoberto o primeiro splice-
switching para o tratamento da distrofia muscular de Duchenne e em 2013, o primeiro

mMiRNA entrou num ensaio clinico de fase 1.3

Distribuicao Sistémica dos Oligonucleotideos Antisense

De uma maneira geral, a entrada dos ON nas células alvo ocorre por transporte
ativo, cuja eficiéncia depende da temperatura, da estrutura e da concentracdo do ON.
Atualmente, acredita-se que a endocitose adsortiva e a pinocitose de fase fluida sdo os
principais mecanismos de internalizagdo dos ON através da interagdo com um recetor de
membrana.'?'®> Os ON sem carga tendem a ser transportados por vetores, como 0s
lipossomas, de maneira a aumentar a estabilidade contra as nucleases.*°

Estudos autorradiograficos, em modelos animais, evidenciaram que a
distribuicdo sistémica dos ON ocorre pela maioria dos tecidos e sobretudo no figado, rins,
medula dssea, adipdcitos e nddulos linfaticos. No entanto, estes ndo penetram no sistema

nervoso central.® A figura 2 mostra a distribuicéo sistémica de um ON em modelo animal.

Aplicagdes Clinicas dos Oligonucleotideos Antisense
As aplicagdes clinicas dos ON abordadas nesta revisédo focam-se na patologia
renal, neurodegenerativa, hemato-oncoldgica e inflamatéria. As patologias abordadas

encontram-se resumidas na figura 3.
1. Patologia nefrolégica
a. Doencarenal poliquistica autossomica dominante

A doenca renal poliquistica autossémica dominante (DRPAD) carateriza-se por

multiplos quistos de predominio renal, embora também possa afetar o figado, o pancreas,



0 baco, as vesiculas seminais e a membrana aracnoéideia. Podem verificar-se também
alteracBes cardiovasculares, como 0s aneurismas intracranianos e o prolapso da valvula
mitral, bem como hérnias da parede abdominal.?°

Entre as vias de sinalizacao celular que medeiam a formagé&o quistica destaca-

se o0 sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Os niveis elevados de
angiotensina Il ativam os seus recetores tipo 1 e promovem a proliferacdo das células
epiteliais e intersticiais, com consequente formacdo de quistos renais. Por sua vez, a
compressao renal devida a presenca dos quistos ativa o0 SRAA. O ciclo vicioso
estabelecido entre a expansao quistica e a ativacdo do SRAA perpetua o crescimento dos
guistos renais, podendo evoluir até a necessidade de terapéutica substitutiva da funcao
renal. Estudos em modelos animais evidenciaram que a renina, a angiotensina Il e o
angiotensinogénio (Agt) sdo produzidos pelos quistos e tubos renais dilatados.?!

De maneira a evitar a progressdo desta patologia desenvolveu-se um ON
dirigido ao Agt, que, apesar da sua distribuicdo sistémica, se encontra mais concentrado
no figado, células do tubo contornado proximal (TCP) e lesbes quisticas. A administragéo
deste ON resulta numa diminui¢éo global dos niveis de Agt, sendo particularmente eficaz
no bloqueio da sua sintese a nivel renal e, sobretudo, nos TCP. Estudos em modelos
animais evidenciaram que este ON reduz eficazmente a expansdo dos quistos renais e
constitui uma terapéutica seletiva mais eficiente do que os inibidores da enzima de
conversdo da angiotensina e antagonistas dos recetores da angiotensina Il a reduzir os
niveis de Agt e a atrasar a expansdo dos quistos. Este ON dirigido ao Agt tem sido
considerado relativamente seguro quando comparado com o tolvaptano, outro dos
tratamentos da DRPAD, mas que se tem mostrado hepatotéxico.?*

A expansdo quistica renal encontra-se associada a via de sinalizagdo celular
do Wnt, a via da adenosina 3°, 5° - monofosfato ciclico e & via de sinalizagédo da proteina
alvo da rapamicina (mTOR). De facto, a via de sinalizagdo mTOR envolvida no crescimento
e proliferacdo celular encontra-se desregulada nestes doentes. Num estudo em modelos
animais, um ON dirigido a mTOR levou a uma diminuigdo dos niveis da proteina mTOR,
com marcada reducdo do volume dos quistos renais em cerca de 60% dos casos,
diminuicdo do tamanho dos rins e normalizacdo da funcdo renal. O estudo mostrou ainda
uma reducao da proliferacdo das células tubulares quisticas e ndo quisticas, em cerca de
70% e 57%, respetivamente. Até ao momento, ndo existe nenhum farmaco aprovado pela
administracdo de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos (FDA) com eficacia

comprovada na DRPAD.?2



b. Doencas glomerulares
No que toca as doencas glomerulares, os miRNA apresentam-se como
candidatos a biomarcadores néo invasivos do seu diagndstico e estadiamento. Podem ser
Uteis para monitorizar a resposta a terapéutica ou para avaliar a progressdo destas
patologias. O perfil dos miRNA carateristico de cada patologia pode ser estudado no tecido
obtido a partir de biépsia renal, permitindo descobrir novos alvos terapéuticos.?
A nefropatia de IgA é caraterizada pela deposicdo de IgA no mesangio

glomerular e é a glomerulonefrite primaria mais comum. S&o fatores determinantes de
prognoéstico a atrofia tubular e a fibrose intersticial, reguladas pelas proteinas da familia
miR-200 e miR-205, que estao envolvidas na transi¢do epitélio-mesenquimatosa (TEM).
No tecido renal de modelos animais com esta patologia detetaram-se niveis elevados de
miR-141, miR-205 e miR-192 e niveis reduzidos de miR-200c. Os miR-146a e miR-155
correlacionam-se inversamente com o débito de filtracdo glomerular (DFG) e diretamente
com a proteindria. Por sua vez, os miR-21, miR-29b, miR-29¢ e miR-93 estdo associados
a via Smad3, que regula o processo de fibrose. Inclusivamente, a sobrexpressdo de miR-
17 associa-se a proliferagcéo celular. Deste modo, a determinagédo dos niveis de miRNA
podera ser Util para monitorizar a fibrose renal e avaliar a gravidade da doenga.?

Também a glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) cursa com esclerose

glomerular, atrofia tubular e fibrose intersticial.?> Em modelos animais com GESF mostrou-
se uma associacdo entre o aumento da expressdo de miR-193a nos poddcitos
glomerulares e a albuminuria, atrofia tubular e expanséo quistica renal. A sua desregulacao
leva a inibicdo da expressdo do gene WT1 que codifica proteinas podocitarias, como a
podocalixina, a nefrina e a podocina, conduzindo ao apagamento dos processos
podocitarios e a destruicdo da sua arquitetura.?®> Apesar destas evidéncias, ainda néo foi
desenvolvido um ON especifico para a GESF.

A nefrite ldpica, uma complicacdo comum do lUpus eritematoso sistémico,
carateriza-se pela elevada expressao do fator B do complemento, um reagente de fase
aguda, cujos niveis aumentam nos processos inflamatérios desencadeados por citoquinas,
fatores de crescimento e proliferacdo bacteriana. E uma proteina crucial na ativag&o da via
alternativa do complemento ao estabelecer ligacdo com o fator C3b, na superficie do
agente patogénico. Estudos em modelos animais mostraram que a deficiéncia do fator B
do complemento é um fator protetor da nefrite lipica.?

O ON seletivo para o fator B do complemento reduz os niveis do seu mRNA e
0s seus niveis circulantes. Na figura 4 é possivel observar a reducdo da deposicao
glomerular de imunocomplexos de C3 com a administragdo de um ON dirigido ao fator B
do complemento. Estudos em modelos animais com este ON também evidenciaram uma

menor ativacdo da via alternativa do complemento, reducdo da proteinduria, regressao das



alteracGes histolégicas renais e ainda uma maior sobrevida dos ratos com nefrite lUpica.?

Determinados miRNA interferem com os mecanismos de imunidade inata e
especifica. Existe um perfil de miRNAs caracteristico dos doentes com nefrite IUpica, obtido
pela bidpsia do tecido renal, em que ha sobrexpressao de miR-126, miR-21, miR-451, miR-
223 e mMiR-16 e diminuicdo dos niveis de miR-125a-3p, miR-155 e miR-146a. Os alvos
destes miRNA sdo genes cujas proteinas participam nas vias de sinalizacdo MAPK/ERK
(proteina cinase ativada por mitogénio e cinase regulada por sinal extracelular), que
regulam as respostas imune e inflamatéria. A sobrexpressdo do miR-146a inibe a via de
sinalizagéo do interferdo (INF) tipo I, pois este RNA de interferéncia reprime os genes
cinase associada ao recetor de interleucina-1 (IRAK1), fator regulador de interferdo 5
(IRF5) e transdutor de sinal e ativador de transcrigdo tipo 1 (STAT1). Estudos com modelos
animais evidenciaram que a administracdo do miR-146a leva & diminui¢cdo dos niveis das
citoquinas inflamatarias (INFa, IL-1B e IL-6), pelo que estes resultados poderéo ter utilidade
no tratamento futuro desta patologia. No entanto, esta terapéutica seletiva ainda néo foi
avaliada em humanos e ainda ndo foi desenvolvido um ON especifico para a nefrite
lGpica.z24

A inflamacédo cronica e fibrose renais tipicas da nefrite lUpica levam a um
aumento dos niveis do fator de transformagéo do crescimento (TGFB) que aumenta a
expressao de miR-150 nos poddcitos. Com efeito, 0 miR-150 podera ser um biomarcador
para monitorizacdo dos doentes com esta patologia.?®

A nefropatia diabética € a complicagdo microvascular mais comum da diabetes

mellitus tipo 1 e 2 e a principal causa de doenca renal em estadio terminal. A hiperglicemia
e 0 aumento da produgado de TGFf resultam em hipertrofia mesangial, espessamento da
membrana basal glomerular (MBG), fibrose tabulo-intersticial e consequente reducédo do
DFG.%

O recetor co-transportador de sodio-glicose 2 (SGLT?2) é responsavel por 90%
da reabsorcao da glicose filtrada. Ensaios pré-clinicos em modelos animais com o ISIS
388626, um ON dirigido ao SGLT2, evidenciaram uma redugéo dos niveis do mRNA do
SGLT2 e, consequentemente, inibicdo da reabsorcdo renal de glicose (com glicosuria) e
reducdo dos niveis séricos de glicose.?® Na figura 5 estdo esquematizados os efeitos da
inibicdo do SGLT2 pelo ON.

Os elevados niveis de TGFB induzem a sobrexpressdo de miR-192 que
provoca um aumento da producdo de colagénio. Estudos em modelos animais com uma
terapia antisense dirigida a este miRNA revelaram reducdo do grau de proteindria, no
entanto, ndo houve extrapolacédo desta terapéutica para a pratica clinica real.??

A doenca glomerular associada a sindrome de Alport resulta de mutagcfes nos

genes que codificam para as cadeias a3, a4 e a5 do colagénio tipo IV que constitui a MBG.



As alteracdes da barreira de filtracdo glomerular conduzem a fibrose glomerular e tubulo-
intersticial e inflamacao renal.®

Ensaios em modelos animais com a sindrome de Alport mostraram uma
elevacdo dos niveis de miR-21 nos glomérulos e no compartimento tubulo-intersticial. A
administracdo de um ON dirigido ao miR-21 levou a redugdo da albuminuria e dos niveis
de ureia séricos. Mostrou-se, ainda, um atraso na progressao da glomeruloesclerose, com
reducdo da espessura da MBG, e da formacéo de crescentes.?®

Estes modelos animais possuiam também niveis elevados de fibroblastos com
consequente fibrose intersticial, atrofia tubular, inflamacdo e destruicdo dos capilares
peritubulares. A administracdo do ON seletivo para o miR-21 diminuiu a extensdo da
inflamacao, da leséo tubular, da fibrose tubulo-intersticial e os niveis de miofibroblastos e

fibroblastos intersticiais.?®

c. Transplante renal

Um estudo com 65 bidpsias de aloenxertos renais permitiu verificar que a
andlise do perfil dos miRNA é util para identificar os anticorpos que medeiam a rejei¢cao do
transplante, as vias reguladoras de sinalizagé@o celular, as cascatas de inflamagéo e os
mecanismos de imunidade celular e humoral responsaveis pela rejeicédo.*°

O miR-210 foi validado como biomarcador de rejeicdo ao transplante renal,
mediada por células T, apds um estudo com 62 doentes que rejeitaram o transplante, 19
sem complicagfes pos-transplante e 13 com infegBes urinarias pos-transplante. Os niveis
deste miRNA estdo inversamente relacionados com o DFG no primeiro ano apds o
transplante renal. Por outro lado, numa amostra de dez doentes com fibrose pés-
transplante, verificou-se a sobrexpressao de miR-21, miR-142-5p, miR-142-3p e miR-506
e diminuicdo de miR-30b e miR-30c. Estes miRNA apresentam-se como alvos terapéuticos
promissores no tratamento da fibrose decorrente do transplante renal, todavia, ainda nao

foram aprovados para utilizacdo na prética clinica.®

d. Leséo renal aguda
A lesdo renal aguda (LRA) é comum nos doentes internados em cuidados
intensivos e nos recetores de aloenxertos renais. A desregulacao das vias de inflamacao,
do ciclo celular e de determinados fatores de transcricdo podem resultar numa elevada
incidéncia de LRA.?’
Num estudo realizado com 42 doentes, com LRA poés-isquémica, identificou-se
0 miR-182-5p. Este miRNA participa na patogénese da LRA pos-isquémica uma vez que

regula a apoptose, pelo oncogene Bcl-2, e a proliferacdo celular, pela enzima EP300. O



mMiR-182-5p também reduz a expressdo das proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 e dos
inibidores das cinases dependentes das ciclinas, levando a apoptose das células epiteliais
renais.'® De acordo com estudos realizados em modelos animais, a utilizacdo de um ON
dirigido ao miR-182-5p levou a alteracao da expressao de 48 genes, 2 dias apds a lesao
isquémica renal, e de 23 genes, 7 dias mais tarde. Esta terapia antisense mostrou-se eficaz
na recuperacdo da LRA pés-transplante em modelos animais!®?’ e a investigacao cientifica

decorre no sentido de implementar esta tecnologia na pratica clinica.

e. Lesao renal crénica

Na leséo renal cronica desenvolve-se fibrose independentemente da etiologia,
verificando-se um aumento do numero de miofibroblastos, acumulacdo de colagénio,
fibronectina e proteoglicanos.?

O fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) € importante na
patogénese da fibrose renal uma vez que aumenta a sintese da matriz extracelular e leva
a perda de interacdo entre os pericitos renais. Os principais fatores de crescimento que
estimulam a sua sintese sdo o TGF, o fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-
1), a proteina Wnt, a angiotensina I, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o fator de
crescimento derivado de plaquetas. A sobrexpressdo de CTGF ocorre em varias patologias
como a nefropatia diabética, a nefroesclerose hipertensiva e a glomerulonefrite
crescéntica.?®

Ensaios clinicos com um ON dirigido ao CTGF mostraram um menor grau de
fibrose e uma diminuigdo da producgéo de colagénio, fibronectina e a-actina do musculo
liso. A terapia antisense dirigida ao CTGF tem demonstrado ser mais eficaz caso a doenca
renal se encontre em estadio terminal. Embora ndo exista nenhum ensaio clinico descrito
na base de dados ClinicalTrials acerca da aplicagéo clinica do FG-3019 (ON dirigido ao
CTGF) nas patologias nefroldgicas, um estudo em pequena escala, em doentes com

nefropatia diabética, evidenciou uma reducdo da excregdo urinaria de albumina.?®

2. Patologia Neurodegenerativa

a. Amiloidose
A amiloidose hereditaria mais comum associa-se a variantes da proteina
transtirretina (TTR), resultantes de muta¢des do gene que codifica a TTR. A proteina nédo
mutada (TTR wild-type) tem potencial amiloidogénico e estd implicada na outrora

conhecida por amiloidose senil.?°



A mutacao do gene da TTR mais comum é a Val30Met e associa-se sobretudo
a manifestacées neuropaticas. Por sua vez, as mutacfes Vall22lle, lle68Leu, Thr60Ala,
LeulllMet estdo mais relacionadas com o envolvimento cardiaco. Os doentes com a
mutacdo Val30Met tém um inicio da patologia mais precoce, em geral antes dos 40 anos,
com neuropatia sensitivo-motora e autonémica progressivas.?® Esta doenca também se
acompanha de manifestacfes cardiacas, distlrbios gastrointestinais e nefropatia, podendo
ser fatal em pouco mais de dez anos.?** Os tratamentos atualmente disponiveis para a
doenca sao o transplante hepatico e o tafamidis, um estabilizador da molécula de TTR.

O patisiran € um RNA de interferéncia que estabelece complementaridade com
o mRNA da TTR, blogueando a sintese da proteina. Esta terapéutica seletiva foi avaliada
num ensaio em larga-escala, o APOLLO, com 225 doentes com amiloidose ATTR
hereditaria, que decorreu entre dezembro de 2013 e janeiro de 2016. Os resultados da fase
3 deste ensaio clinico evidenciaram uma reducdo dos niveis séricos da TTR superior a
85% e uma melhoria ou estabilizacdo dos sintomas neuropéticos relativamente ao grupo
placebo.3!

O ensaio clinico de fase 3 NCT01737398 iniciou-se em dezembro de 2012 e
pretendeu avaliar a eficAcia do ON IONIS-TTRRx (atualmente com o nome de
inotersen) em doentes com amiloidose ATTR hereditaria. Embora ainda ndo existam
conclusBes publicadas, jA se encontram descritos alguns efeitos adversos como a
trombocitopenia, a lesdo renal rapidamente progressiva e reagfes nos locais de aplicacao
do produto. O Centro Hospitalar do Porto participou nos dois estudos com o ON na
amiloidose ATTR hereditaria.®?

Adicionalmente realizou-se um estudo com administragéo de IONIS-TTRRx a
doentes com cardiomiopatia amiloidética e insuficiéncia cardiaca, em que quinze doentes
tinham amiloidose ATTR hereditaria e sete amiloidose ATTR wild-type. A reducéo dos
niveis da proteina TTR foi mais significativa nos doentes com amiloidose ATTR hereditaria,
mas a espessura do septo interventricular e a funcgao sistolica global melhoraram ao fim de
um ano na maioria dos doentes (figura 6). Os niveis de peptideo natriurético cerebral
também reduziram na maioria dos doentes com amiloidose ATTR hereditaria. No que
concerne a classe funcional da insuficiéncia cardiaca, esta melhorou em seis doentes,
permaneceu estavel em seis e agravou em trés (todos com amiloidose ATTR wild-type).
Verificou-se trombocitopenia em cerca de dois doentes com amiloidose ATTR hereditaria,

mas ndo foi registado nenhum episddio de hemorragia clinicamente significativa.®?

b. Doenca de Alzheimer
Na doencga de Alzheimer (DA) ocorre a clivagem da proteina precursora de

amil6ide, com agregacédo de peptideos B-amil6ide®® e a acumulacdo da proteina Tau



hiperfosforilada nos neurdnios ou nas células gliais, com um progressivo declinio cognitivo.
Os ON que diminuem os niveis do mMRNA gue codifica a proteina Tau previnem a perda do
volume do hipocampo e a morte neuronal. Contudo, uma das maiores preocupacdes na
utilizacédo destes ON ¢é a continua deposi¢do dos agregados B-amildide.3*3¢

O receptor da apoliproteina E (ApoER2) esté envolvido na potenciagao a longo-
termo, na aprendizagem e memoéria e a sua ativacdo requer 59 aminoacidos codificados
pelo exdo 19. No entanto, nestes doentes, o splicing do mRNA, que incluiu o ex&o 19, esta
desregulado, pelo que foi desenvolvido um ON complementar a este mMRNA, com o intuito
de promover a sintese da isoforma ativa do recetor. Com este tratamento, verificaram-se
melhorias dos défices comportamentais, de aprendizagem e de memaria. Os ON mostram-
se, assim, como uma terapéutica emergente no tratamento das doencas
neurodegenerativas, nomeadamente no tratamento dos défices cognitivos da DA. Todavia,

ainda nao estdo aprovados na prética clinica real.®”

c. Distrofia muscular de Duchenne

A distrofia muscular de Duchenne é uma doenca degenerativa muscular fatal
que se deve a mutacdes no gene da distrofina, com producao de uma proteina de distrofina
n&o funcional. E a forma mais severa de distrofia muscular e pode cursar com fraqueza
muscular, cardiomiopatia e insuficiéncia respiratéria. Os ON seletivos para o splice-
switching tém como principal alvo o gene da distrofina, proteina essencial para a funcao
muscular.3®

Um estudo realizado em 7 doentes que apresentavam dele¢des no gene da
distrofina, avaliou a eficacia do ON AVI-4658, responsavel pelo skipping do exdo 51 do pré-
MRNA da distrofina, e revelou que, em média, com esta terapéutica 44 a 79% das
miofibrilhas tinham uma maior quantidade de distrofina. O mecanismo de a¢édo deste ON

pode ser observado na figura 7.38

d. Atrofia muscular espinhal

A atrofia muscular espinhal deve-se a uma mutac¢do pontual do gene SMN2,
com a sintese de um mRNA sem o0 exao 7 e subsequente producédo de uma proteina SMN
ndo funcional.*®* Consequentemente, ha uma diminuicdo e disfuncdo dos neurénios
motores, fraqueza e atrofia muscular. Ja numa fase mais avancada da doenca, os doentes
podem desenvolver insuficiéncia respiratéria. Atualmente nao existe tratamento para esta

patologia, para além do alivio sintomatico.*°
O nusinersen é um ON steric-blocker que atua no mRNA sem o0 exéo 7,

impedindo a sua traduc¢do. Um estudo com 28 doentes com atrofia muscular espinhal, aos
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gquais se administrou 0 ON diretamente no liquido cefalorraquidiano, evidenciou que, 9 a
14 meses depois da sua administracdo, os niveis da proteina SMN tinham duplicado na
maioria dos doentes. Inclusivamente, um ensaio clinico de fase 2 evidenciou uma evolucéo

favoravel da funcdo motora e da sobrevida na maioria dos doentes.*®

3. Doencgas oncoldgicas

a. Carcinoma das células renais

Aproximadamente 2 a 3% dos carcinomas das células renais séo hereditarios.*
O gene VHL, envolvido na patogénese do carcinoma das células claras esporadico e na
doenca de Von Hippel-Lindau, inibe a apoptose por um mecanismo dependente do
oncogene Bcl-2. A sobrexpressdo de Bcl-2 nesta neoplasia associa-se a uma maior
resisténcia a quimioterapia, tornando-o no tumor soélido mais resistente a essa
terapéutica.*?

Um ensaio clinico de fase 2, que avaliou a efichcia da associagdo do
oblimersen, um ON dirigido ao Bcl-2, e do INF-a, evidenciou que de entre os 23 doentes
envolvidos, apenas um apresentou resposta patolégica completa, com uma duracgédo de 2,5
meses. Aguardam-se os resultados da fase 3 deste ensaio clinico.*?> Ndo obstante, ainda

nao existem ON aprovados para o tratamento do carcinoma das células renais.

b. Gliomas

De acordo com a classificacdo da Organizagcdo Mundial de Saude, os
astrocitomas pilociticos, grau 1, e os astrocitomas difusos, grau 2, referem-se a gliomas de
baixo grau, enquanto os astrocitomas anaplasicos, grau 3, e os glioblastomas, grau 4,
correspondem a gliomas de alto grau. Os gliomas de alto grau constituem 60% dos tumores
cerebrais nos adultos, sendo o glioblastoma o mais comum, com uma sobrevida média
inferior a dois anos.**** De uma maneira geral, os gliomas de alto grau ndo respondem a
cirurgia, a radioterapia nem a quimioterapia. A ativacéo do recetor do fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-IR) promove a proliferacéo e sobrevivéncia celular e evita
a apoptose das células tumorais induzida pela quimio e radioterapia. O ON especifico para
o IGF-IR diminui os seus niveis, promovendo a apoptose das células tumorais. A eficacia
deste ON foi avaliada num estudo piloto com 12 doentes com gliomas de graus 3 e 4, sendo
que dois apresentaram respostas completas e quatro respostas parciais, apesar de em
quatro a doenca progredir e em dois estabilizar.*

Doentes com gliomas de alto grau expressam elevados niveis de TGF- 3, que

estimula a proliferacao, invaséo e angiogénese do tumor e potencia a sua resisténcia aos
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mecanismos de defesa imunitéria, uma vez que inibe a ativacdo dos linfécitos B, T, NK e
diminui a producao de citoquinas. Um ensaio clinico de fase 2, com 145 doentes com
gliomas de alto grau, avaliou a eficacia do trabedersen, um ON especifico para 0 mRNA
do TGF-B2. Os doentes foram divididos em 3 grupos, sendo que dois receberam o ON, a
10uM e 80 pM, e o outro recebeu uma associacdo de vincristina, temozolamida,
procarbacina e lomustina. A sobrevida dos doentes com astrocitoma anaplasico foi maior
nos grupos em que foi administrado o ON. Em média, os doentes que receberam a maior
dose de ON sobreviveram mais 15,5 meses do que o grupo de controlo e apresentaram,

aos 12 meses, a maior taxa de resposta, controlo e redugdo tumoral.**

c. Cancro da prostata
O cancro da préstata é a neoplasia mais comum no sexo masculino. Numa fase
precoce, a maioria dos doentes ndo apresenta sintomas. Embora a urgéncia urinaria, a
noctaria e a polaquilria sejam referidas pelos doentes, geralmente estes sintomas estéo
associados a hiperplasia benigna da préstata. Quase 80% dos casos séo diagnosticados

por bidpsia prostatica transretal ecoguiada.*®
As proteinas de choque térmico (Hsp) tém-se apresentado como um alvo
terapéutico promissor na area oncoldgica. Os doentes com cancro da pristata expressam
niveis elevados de Hsp27 e de clusterina, responsaveis pela progressiva resisténcia a
castracdo quimica.*” Estudos com culturas celulares evidenciaram que o ON dirigido ao
MRNA da proteina Hsp27, OGX-427, inibe a sua sintese e induz a apoptose das células
tumorais. Verificou-se ainda inibicdo das vias de sinalizagdo envolvidas na progresséo
tumoral e uma menor resisténcia a castracéo quimica.*’*® Por outro lado, um ensaio clinico
com o custirsen, um ON seletivo para a clusterina, revelou uma reducdo dos seus niveis

séricos e uma maior sobrevivéncia dos doentes com cancro da préstata.>°

d. Cancro do pulméao

i. Cancro do pulméo de pequenas células
O cancro do pulméo de pequenas células deriva de células neuroenddcrinas,
tem um répido crescimento e responde favoravelmente a quimio e a radioterapia. As
guidelines recomendam o seu rastreio com recurso a tomografia axial computorizada (TAC)
toracica, apesar de esta estratégia ndo ter impacto na taxa de mortalidade.®!*2
O oncogene Bcl-2 é expresso em 83 a 90% dos doentes com cancro do pulmao
de pequenas células e diversos estudos sugeriram que a sobrexpressao deste oncogene

esta implicada na resisténcia a quimioterapia. O oblimersen é um ON dirigido ao Bcl-2 que
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atua por um mecanismo dependente da RNase H.53 O ensaio clinico NCT00005032 avaliou
os efeitos da associacdo deste ON com paclitaxel no tratamento de doentes com neoplasia
pulmonar de pequenas células quimiorresistente.>* Apesar dos ensaios pré-clinicos terem
evidenciado uma acéo sinérgica entre este ON e 0s taxanos, os resultados deste ensaio
nao o demonstraram, o que se podera dever as baixas doses de paclitaxel ou oblimersen

utilizadas ou ao facto do ON néo ser captado pelas células tumorais.>3*

ii. Cancro do pulmao de ndo pequenas células

O cancro do pulméao de ndo pequenas células tem origem em células epiteliais,
existindo trés tipos: o adenocarcinoma, o carcinoma escamoso e 0 carcinoma de grandes
células. Tal como na neoplasia de pequenas células, a TAC toracica € indicada para o
rastreio desta entidade, devendo ser rastreados individuos entre os 55 e os 80 anos que
tenham fumado 30 ou mais anos ou que tenham parado de fumar nos Gltimos 15 anos.>®

O inibidor da apoptose ligado ao X (XIAP) é o unico inibidor de caspases e o
inibidor mais potente da apoptose, bloqueando as vias apoptéticas extrinseca e
intrinseca.®® Um ensaio clinico com o0 ON AEG35156, dirigido ao XIAP, confirmou que este
ON possui atividade anti-tumoral e aumenta a resposta dos doentes a quimioterapia.
Decorrem ainda ensaios clinicos de fase 3 para avaliar a eficacia da associacéo deste ON
com a quimioterapia em doentes com cancro do pulmao de ndo pequenas células e ainda

ndo existe nenhum ON aprovado para esta patologia.®’

e. Cancro da mama

A quimioterapia neoadjuvante é a primeira linha de tratamento dos doentes com
cancro da mama localmente avangado. A associacéo de antraciclinas e taxanos induz a
apoptose das células tumorais, com 5,6 a 21% dos doentes a evidenciarem uma resposta
patolégica completa do tumor.%®

N&o obstante, estudos mostraram que a sobrexpresséo do oncogene Bcl-2 nos
doentes com cancro da mama pode estar associada a resisténcia a quimioterapia. De
acordo com ensaios pré-clinicos, a associagcdo do ON oblimersen, dirigido ao Bcl-2, com
antraciclinas e taxanos mostrou ser eficaz ao induzir a apoptose das células tumorais dos
doentes com esta neoplasia. Num ensaio clinico de fase 2, os doentes ndo evidenciaram
uma taxa de resposta patolégica completa do tumor na mama e nos ganglios linfaticos
axilares, tendo-se observado apenas uma resposta parcial na maioria dos doentes. Os
resultados mostraram ainda que a associacao € bem tolerada, mas a taxa de resposta é
limitada. Provavelmente, as doses e a via de administracdo do oblimersen utilizadas neste

ensaio clinico ndo foram suficientes para diminuir os niveis de Bcl-2 até aos valores
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pretendidos, sendo necessaria mais investigacdo para que os ON especificos para o

tratamento do cancro da mama sejam introduzidos na pratica clinica real.%®

f. Cancro colo-retal

O cancro colo-retal é a segunda causa de morte nos paises ocidentais, com
aproximadamente 300.000 novos casos por ano nos Estados Unidos da América e ha
Europa. Nos ultimos 15 anos, a terapia sistémica levou a um aumento da sobrevida global
em, aproximadamente, 2 anos. No entanto, as opcdes terapéuticas para a doenca refrataria
a quimioterapia, nomeadamente ao irinotecano, sdo limitadas.>®

O fator de iniciacdo eucaridtico 4E (elF4E) é um oncogene que se encontra
desregulado no cancro colo-retal, sendo responsavel pela regulagéo da tradugéo de varios
MRNA cujas proteinas, como a ciclina D1 e a survivina, atuam como fatores de crescimento
e de sobrevivéncia celular, promovendo a resisténcia a quimioterapia.®®

Um ensaio clinico com 24 doentes com cancro colo-retal refratario ao
irinotecano avaliou a eficacia do ON ISIS 183750 dirigido ao elF4E. Os niveis de mRNA do
elF4E diminuiram em 13 doentes e verificou-se uma maior resposta a quimioterapia e um
atraso da progressdo tumoral. No entanto, ndo se observaram respostas patologicas
completas.>® Apesar destes estudos, ainda nédo foi desenvolvido nenhum ON especifico

para o cancro colo-retal.

4. Leucemia linfocitica cronica

A leucemia linfocitica crénica carateriza-se pela acumulagcédo progressiva de
linfocitos no sangue, géanglios linfaticos e medula 6ssea. Na maioria dos casos, 0
diagndstico é incidental aguando da realizacdo de exames de rotina. Os doentes podem
sobreviver durante varias décadas, com uma evolugéo indolente, ou, em alguns casos,
evoluir rapidamente até a morte.®°

O ensaio clinico NCT00021749 avaliou a eficacia do oblimersen, dirigido ao
Bcl-2, em doentes com leucemia linfocitica cronica avangada. Observou-se uma redugéo
superior ou igual a 50% da esplenomegalia em 41% dos doentes, reducdo da
linfadenopatia em 32%, declinio do total de linfocitos circulantes em 50% e resolugéo
completa da hepatomegalia em 29% dos doentes.’? Apesar destes resultados
encorajadores, ainda ndo foi desenvolvido nenhum ON especifico para a leucemia

linfocitica crénica.
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5. Doencas imunolégicas

a. Artrite reumatdide

A artrite reumatoide é uma poliartrite inflamatéria, simétrica e periférica de
etiologia desconhecida, que leva a deformidades articulares devido ao estiramento dos
tenddes e ligamentos e a erosao da cartilagem e do osso. Normalmente, a doenca progride
no sentido proximal e dentro de 10 a 20 anos os doentes podem apresentar uma
incapacidade locomotora significativa, podendo apresentar também manifestacdes
sistémicas como mialgias, fadiga, febre, perda ponderal ou depresséo.5?

Estudos mostraram que altos niveis da proteina C-reativa (PCR) se relacionam
com o agravamento dos sintomas da artrite reumatoide, sendo que a maior atividade da
doenca, as alteracOes radiogréaficas e a incapacidade funcional estdo associadas a altos
niveis de PCR e em particular de PCR de alta sensibilidade. Efetuou-se um estudo com
um ON que reduziu a quantidade de PCR de alta sensibilidade em doentes com artrite
reumatoéide, tendo-se registado uma diminui¢ao dos niveis da velocidade de sedimentacéo,
IL-6, fibrinogénio e TNF-a, pelo que, embora esta terapéutica quando avaliada em ensaios
clinicos em humanos ndo tenha evidenciado superioridade comparativamente aos
farmacos atualmente disponiveis, estes resultados poderdo ter utilidade no tratamento
futuro desta patologia.®® Todavia, ainda ndo existe nenhum ON aprovado para o tratamento

da artrite reumatoide.

b. Doencas inflamatdrias intestinais

A doenca de Crohn carateriza-se por uma inflamagé&o cronica transmural e
segmentar, que pode afetar qualquer segmento do tubo digestivo. Por sua vez, a colite
ulcerosa é uma forma de doenca inflamatoria intestinal confinada & camada mucosa do
reto, que se pode estender a totalidade do célon. As lesBes teciduais sdo mediadas por
citoquinas inflamatoérias, produzidas pelos leucécitos, e por moléculas de adeséo celular,
como a molécula de adesao intercelular tipo 1 (ICAM-1), expressas em niveis elevados nos
tecidos intestinais destes doentes.%*

O alicaforsen € um ON, cuja atividade depende da RNase H, dirigido a ICAM-
1. Em dois ensaios clinicos de fase 3 este ON, em associacdo a corticosteroides, ndo se
mostrou eficaz na doenca de Crohn quando administrado por via oral. Por outro lado,
guatro ensaios clinicos de fase 2 mostraram que o é eficaz na colite ulcerosa, quando
aplicado sob a forma de enema e sobretudo nas lesdes distais. A avaliacdo farmacocinética
deste ON, nesta via de administracao, evidenciou que este é eficaz a nivel local e que a

absor¢do a nivel sistémico é reduzida.®
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Outro fator envolvido na patogénese destas doencas € a subunidade p65 do
fator de transcricdo NFkpB, que controla os genes que codificam as proteinas reguladoras
da sintese das citoquinas inflamatorias. Na doenca de Crohn, as células endoteliais e os
macrofagos intestinais tém niveis elevados desta subunidade. Um ensaio clinico com 11
doentes com doenca inflamatéria intestinal, resistentes a corticoterapia, avaliou a eficacia
de um ON que blogueia a sintese desta subunidade, tendo-se registado melhorias clinicas
e imagiolégicas em 71% dos doentes no grupo de tratamento, contra 25% nos doentes do
grupo placebo.®* Apesar destes resultados, ainda néo existe nenhum ON aprovado para o

tratamento das doencas inflamatdrias intestinais.

6. Doencas oculares

Os ON fomivirsen e o pegaptinib ja se encontram aprovados para o tratamento
da retinite por CMV e da degeneracdo macular da idade, respetivamente. No entanto, o
glaucoma sera destacado pelo facto de existirem ensaios clinicos mais recentes.

O glaucoma ndo é uma entidade clinica Unica, mas um grupo de doencas
oculares com varias causas, associadas a uma neuropatia 6tica progressiva que, por sua
vez, pode levar a perda da funcgdo visual.®*%¢ O glaucoma é classificado como primario,
quando ndo esta associado a nenhuma doenca subjacente, ou como secundario, quando
resulta de outra doenca ocular, de uma doenca sistémica ou do uso de determinados
farmacos. As alteragfes estruturais e funcionais da malha trabecular resultantes de um
trauma, isquemia ou inflamacdo também podem resultar no aparecimento do glaucoma
secundario, dada a acumulacdo de pigmento, material de esfoliacdo ou de glébulos
vermelhos na malha trabecular, bloqueando a saida do humor aquoso através da via
trabecular.®®

O TGF-p ¢é a principal citoquina expressa no olho, encontrando-se elevada nos
doentes com glaucoma, retinopatia diabética e degeneragdo macular relacionada com a
idade. Diversos estudos mostraram que o TGF-B2 esta significativamente aumentado no
corpo ciliar, no nervo 6tico e na malha trabecular dos doentes com glaucoma primario de
angulo aberto. O TGF-B2 promove a sintese da matriz extracelular da malha trabecular,
bloqueia o transporte axonal e o suporte neurotréfico neuronal, induz a degeneracéo dos
axonios do nervo 6tico e aumenta a pressao intra-ocular (P10). O ON ISTH0036, dirigido
ao mMRNA do TGF- B2, bloqueia a sua sintese, tem um efeito protetor do nervo 6tico e
previne o aumento da PIO apdés a trabeculetomia. Estudos em modelos animais
demostraram que o ON tem ainda atividade anti-invasiva, anti-angiogénica e antifibrotica.

Todavia, ainda ndo existe nenhum ON aprovado para esta patologia.®’
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Efeitos Adversos dos Oligonucleotideos Antisense

Ensaios em animais, como roedores e macacos, mostraram que os efeitos
adversos dos ON sdo mais proeminentes a nivel renal. Estes séo filtrados a nivel
glomerular e rapidamente absorvidos nas células dos TCP, onde se concentram (figura
8). Os ON levam, entdo, a formacdo de granulos basofilicos citoplasmaticos e a
vacuolizacao do citoplasma, sobretudo nos segmentos S1 e S2 do nefronio. O tamanho e
0 numero dos vacuolos aumentam com a acumulacdo renal dos ON e, acima de 80
mg/Kg/semana, podem levar a degeneracao tubular por mecanismos que ainda nédo estéao
completamente esclarecidos.5®

ApO6s a administragdo do ON drisapersen em macacos, a analise histologica

glomerular evidenciou uma hipertrofia das células mesangiais, inflamatérias e endoteliais.
Os depositos subepiteliais € membranosos encontrados sdo compativeis com uma

glomerulopatia de C3, em que ha desregulacéo da via alternativa do complemento.®
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Concluséao

Os ON constituem uma estratégia terapéutica seletiva nas doencas cuja
sintese proteica esta desregulada ou resulta na isoforma proteica mutada. Decorridos 40
anos apdés a sua descoberta, a evolucdo farmacogendémica tem permitido o
desenvolvimento de novas geracbes de ON, com maior estabilidade, poténcia e
seletividade, permitindo a sua utilizagdo na pratica clinica real. A aprovacédo da utilizacéo
clinica dos ON pelas entidades competentes data de 1998 e é do ambito oftalmoldgico. Os
ON tém sido utilizados em Vvarios ensaios clinicos com evidéncia de eficacia no tratamento
da patologia renal, neurodegenerativa, hemato-oncolégica e inflamatéria. Sao
considerados ainda como uma estratégia emergente na resolu¢do dos défices cognitivos
da doenca de Alzheimer e dos défices motores da distrofia muscular de Duchenne e da
atrofia  muscular espinhal. Os efeitos adversos atribuidos aos ON tém sido,
consistentemente, a nefrotoxicidade, a glomerulopatia de C3 e a trombocitopenia. A
obtencéo do efeito terapéutico, com toxicidade minima, requer ainda mais investimento
tecnolégico e consequentes custos. O desenvolvimento de ON de nova geragdo é o

caminho certo para que os genes implicados em muitas doengas possam ser silenciados.
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Fig.1. Mecanismo de atuacdo dos oligonucleotideos antisense. ON: oligonucleotideos
antisense. Adaptada de: Evers MM, Toonen LJ, van Roon-Mom WM. Antisense
oligonucleotides in therapy for neurodegenerative disorders. Adv Drug Deliv Rev. 2015;
87:90-103.
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Fig.2. Autorradiografia de corpo inteiro de modelo animal para determinagdo quantitativa
da distribuic&o sistémica de um oligonucleotideo antisense. In: Geary RS, Norris D, Yu R,
Bennett CF. Pharmacokinetics, biodistribution and cell uptake of antisense
oligonucleotides. Advanced Drug Delivery Reviews. 2015;87:46-51.
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Fig.3. Principais patologias em que se aplicam os oligonucleotideos antisense.
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250 ~
200 A ®
v
150 A
100 o —} Ak ek %
° e o L ‘A 'v
501 * == &
0 2 | T T T
Saline FB FB Control
epepos ASO#1 ASO#2 ASO

Fig.4. Reducao da deposicao glomerular de imunocomplexos de C3 na nefrite lGpica com
um oligonucleotideo antisense. Solucédo salina (Saline). Oligonucleotideo antisense dirigido
ao fator B do complemento #1 (FB ASO#1). Oligonucleotideo antisense dirigido ao fator B
do complemento #2 (FB ASO#2). Solucao controlo (Control ASO). Adaptada de: Grossman
TR, Hettrick LA, Johnson RB et al. Inhibition of the alternative complement pathway by
antisense oligonucleotides targeting complement factor B improves lupus nephritis in mice.
Immunobiology. 2016;221(6):701-8.
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Fig.5. Aplicagéo de um oligonucleotideo antisense na nefropatia diabética. a. Fase precoce
da nefropatia diabética. b. Inibicdo do recetor co-transportador de sodio-glicose 2.
Adaptada de: Maltese G A-SA, Gnudi L, Karalliedde JL. Preventing diabetic renal disease:
The potential reno-protective effects of SGLT2 inhibitors. British Journal of Diabetes and

Vascular Disease. 2015;15(3):114-8.
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Fig.6. Reducao da espessura da parede do ventriculo esquerdo apés um ano de tratamento
com o oligonucleotideo antisense IONIS-TTRRX. Ecocardiograma transtoracico: inicio do
tratamento (A) e 1 ano depois (B). Ressonancia magnética nuclear: inicio do tratamento
(C) e 1 ano depois (D). In: Benson MD, Dasgupta NR, Rissing SM, et al. Safety and efficacy
of a TTR specific antisense oligonucleotide in patients with transthyretin amyloid
cardiomyopathy. Amyloid. 2017;24(4):217-23.
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Figura 7. Oligonucleotideo antisense no tratamento da distrofia muscular de Duchenne.
Adaptada de: Goyenvalle A, Leumann C, Garcia L. Therapeutic Potential of Tricyclo-DNA
antisense oligonucleotides. Journal of neuromuscular diseases. 2016;3(2):157-67.
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Fig.8. Alteracdes histologicas renais devidas a acumulagdo dos oligonucleotideos
antisense nas células do tubo contornado proximal. In: Engelhardt JA. Comparative Renal
Toxicopathology of Antisense Oligonucleotides. Nucleic acid therapeutics. 2016;26(4):199-

209.
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