Distrofia Muscular de Duchenne.

Resumo dos importantes resultados de pesquisas ocorridas entre julho e

dezembro de 2006

A maior parte dos resultados de pesquisas aqui resumidos, baseiam-se na apresentagao ocorri-
da em Londres, na conferéncia do capitulo Inglés do Parent Project, em 21 de outubro, € 0
restante em publicages e em muitas de minhas mensagens de correio eletronico. Parte dessas
novas informacdes reflete uma atualizacéo relativa a reunido anual do American Parent Pro-
ject Muscular Dystrophy, ocorrida em Cincinnati/Ohio/USA no periodo de 13 a 16 de julho
de 2006. Esse relatorio e todos os anteriores podem ser lidos e copiados de minha pagina na
internet, cujo endereco é www.duchenne-research.com, em inglés, alemé&o e espanhol. Os

nomes dos pesquisadores aqui mencionados ndo trazem seus titulos. E como de costume na
comunidade Duchenne, comumente séo referenciados pelo primeiro nome. Quase todos séo
professores, e todos detém um titulo de PhD (catedratico), um MD (médico) ou ambos.

Teste clinico da técnica de salto de exon
(exon skipping) na Holanda: Judith van
Deutekom disse em Londres que quatro
meninos portadores de Duchenne recebe-
ram uma injecdo de 20-methyl AON con-
tra 0 exon 51, no musculo do tornozelo, ti-
bial anterior, sem efeitos colaterais em ne-
nhum dos meninos, e que uma bidpsia foi
efetuada em dois deles para verificar a
formacdo de nova distrofina encurtada. Ju-
dith disse que esses resultados preliminares
seriam “promissores”, mas que nao poderia
afirmar nada mais além disso.

Ao final da apresentacdo Judith disse
que deveriamos ser cautelosos, porque
“nos ainda ndo alcangamos nosso objeti-
vo”. Mesmo que a técnica de “salto de e-
xon” funcione em um dos meninos, isso
ndo significa que ocorrera da mesma forma
nos outros. Apenas um diminuto volume
de musculo foi tratado, e um tratamento
assim localizado ndo € o que estamos ne-
cessitando. Um tratamento sistémico é o
que € necessario, que atinja todos os mus-
culos, e isso somente € possivel por meio
de injecdes de AONSs na circulacdo sangui-
nea. Antes disso seré testado no proximo
ano o salto do exon 46 — sendo que preci-
saremos selecionar o AON correto e a me-
Ihor dosagem. “Mas chegaremos 14", disse
Judith.

Teste clinico da técnica de salto de exon
(exon skipping) na Inglaterra:
Francesco Muntoni coordena os testes na
Inglaterra, preparados pelo consorcio
MDEX, no qual serd usado um AON mor-
pholino para saltar o exon 51 por meio de
injecOes locais no digitorum brevis, um
pequeno musculo extensor do pé. Consul-
tado por mim em 18 de dezembro, Fran-
cesco disse gque ja tem duas das trés autori-
zacOes, e que tdo logo a terceira permissao
seja também obtida, o primeiro menino se-
r4 selecionado. Isso ocorreré provavelmen-
te na primeira semana de marco de 2007.
N&o seréo liberados resultados prelimi-
nares. Mas depois que todas as informa-
cOes coletadas tiverem sido analisadas, ve-
rificadas e aprovadas, elas serdo liberadas.
Caso o primeiro teste seja bem sucedido, 0
segundo estudo planejado terd inicio na se-
gunda metade de 2007, e seu resultado es-
tara disponivel em 2008. Caso tudo progri-
da satisfatoriamente, a producéo comercial
em grande quantidade dos AONSs e estudos
clinicos de maior duracgdo serdo iniciados.

Os Morpholinos penetram no coracgao:
Até agora os AON morpholinos ndo pude-
ram ser persuadidos a migrar para o interi-
or dos musculos do coracao dos camun-
dongos mdx. Essa era uma forte desvanta-
gem dos morpholinos usados pelos ingle-
ses, quando comparados ao 20-methyls



que os holandeses estéo trabalhando e que
consegue produzir o “salto de exon*
também no coragdo dos camundongos.
Dominic Wells, em Londres, disse que 0s
morpholinos conseguem penetrar no
coracao dos camundongos caso seja
administrado em paralelo um agente de
contraste chamado Optison, que sdo micro-
bolhas de albumina, e a0 mesmo tempo
haja a aplicacdo de ultrasom proveniente
de um equipamento para diagnéstico por
ultrasom diretamente no coragédo. O
ultrasom abre passagens na membrana das
células musculares, e os morpholinos
conseguem penetrar nas células. Quando o
ultrasom € desligado as passagens fecham-
se novamente. O salto de exon nos
musculos esqueléticos nédo € alterado por
esse procedimento. Levara muitos anos até
que essa simples técnica possa ser utilizada
a nivel clinico nas criancas.

Salto de exon por transferéncia de genes
na Franca: Eu ja comentei sobre os expe-
rimentos da equipe de pesquisas de Luis
Garcia, em Paris, que conseguiu introduzir
no nucleo das células musculares, genes
para 0s AONs por meio de vetores virais -
0s AAV (www.duchenne-research.com).
Sabia-se que com essa técnica era possivel
saltar o exon 23 de camundongos mdx que
apresentavam mutagdo de ponto por ao
menos um ano. Luis informou em Londres
que agora isso também funciona em caes
distroficos que estdo bastante doentes e
que tem aproximadamente a mesma quan-
tidade de musculos que uma crianca pe-
quena. Mas esses cdes apresentam uma
mutacdo complexa, que somente pode ser
corrigida efetuando-se um salto maltiplo
dos exons 6, 7 e 8. E mesmo assim, fun-
cionou! Entretanto os pesquisadores fran-
ceses ndo tinham uma quantidade suficien-
te do virus carregado com o0 U7-RNA e as
sequiéncias de AON, para tratar todo o céo.
Eles entdo bloguearam a circulacdo san-
guinea em uma das pernas do animal e em
15 minutos injetaram em suas veias prati-
camente todos os 100 trilhdes (10*1) de
virus preparados. Houve o surgimento de
edemas, mas sem gravidade, pois em se-

guida os virus migraram sem problemas
para onde eles deveriam ir. Uma boa quan-
tidade de distrofina nova e encurtada foi
formada, que entretanto ndo distribuiu-se
de forma equilibrada pelos musculos da
perna, mas em quantidade semelhante a de
pacientes com Becker. E apds seis meses
ainda estavam la! Agora, um teste clinico
fase-1 com meninos portadores de Duchen-
ne esta sendo preparado em que sera salta-
do o exon 51. Um tratamento como esse,
usando vetores virais, provavelmente ne-
cessitara de imunossupresséo.

Luis e seus colegas também estdo ten-
tando uma combinacdo desse tratamento
com uma transferéncia semelhante de ge-
nes, na qual o gene para a miostatina sera
bloqueado. Isso ja foi testado em camun-
dongos, todavia com pouco sucesso, pois
eles regeneram os musculos rapido demais.
Agora seré tentado em cées. Os resultados
serdo informados no proximo ano.

Teste clinico com transferéncia de genes
nos EUA: Scott McPhee da Asklepios -
Carolina do Norte, que em conjunto com
Jerry Mendell - Columbus/Ohio iniciou um
estudo com a técnica de transferéncia de
genes de mini-distrofina com vetores
AAV, disse-me em 21 de dezembro que
quatro dos seis meninos participantes ja re-
ceberam sua injecdo de Biostrophin nos
musculos biceps. O quarto menino ja per-
tencia ao segundo grupo de trés meninos
gue receberam uma alta dose de vetores.
Né&o foram detectados efeitos colaterais
adversos sérios até o0 momento. Os resulta-
dos preliminares estarao disponiveis, sem
atrasos, em meados de 2007, seguidos nao
muito mais tarde pelos dados detalhados
finais.

Ignorando a mutacéo de ponto com a
PTC124. Richard Finkel, da empresa PTC
/Nova Jersey, apresentou em Londres
detalhes do teste clinico com o0 composto
PTC124. Essa nova droga, cuja
composicao € mantida em segredo, pode
ser administrada em comprimidos. No teste
clinico fase-l1l, agora ja finalizado, com 26
meninos portadores de Duchene que



apresentam mutacdo de ponto e que
receberam doses de 18mg/kg/dia e 40
mg/kg/dia da droga por quatro semanas,
analises detectaram a aguardada distrofina
de comprimento normal. Nesse estudo, e
como no teste fase-1 anterior, ndo
ocorreram efeitos colaterais. Mas 0s niveis
da nova distrofina eram baixos demais para
produzir um efeito terapéutico suficiente e
confiavel. Todavia sera iniciado um outro
teste fase-11 com 12 meninos portadores de
Duchenne, em que receberdo 80 mg/kg/dia
de PTC124 para alcancar uma
concentracdo de pelo menos 10
microgramas/ml no soro sanguineo. Os
dados finais serdo publicados em 2007.
Entdo estudos de longa duragéo seréo
efetuados, variando de trés a seis meses.

E importante compreender que se todos
os testes clinicos resultarem satisfatorios,
essa forma de tratamento sera de fato uma
cura, porque a nova distrofina tera quase o
comprimento normal e ndo serd uma dis-
trofina tipo Becker, como a esperada na
técnica de “salto de exon”. Por outro lado,
apenas 10 a 15% dos meninos com Du-
chenne podem se beneficiar de um trata-
mento com a PTC124, os quais apresentam
uma mutagdo de ponto. Dessa forma, € ne-
cessario conhecer o tipo exato de mutacdo
para todos 0s meninos com Duchenne.

Mesoangioblastos “fazem cées lesiona-
dos correrem novamente” (tais palavras
foram usadas nas manchetes de alguns jor-
nais). Esse foi o efeito produzido por célu-
las tronco derivadas da parede de vasos
sanguineos, e que trouxeram uma fantasti-
ca melhora funcional em cées distroficos,
conforme Giulio Cossu e seus companhei-
ros de trabalho em Mildo informaram na
edicdo de 30 de novembro da revista Natu-
re. Essa publicacdo, e um comentério de
Jeffrey Chamberlain, podem ser obtidas
comigo por e-mail. Giulio escreveu-me em
9 de dezembro dizendo que enviara prova-
velmente em fevereiro, informagdes quanto
a seu trabalho de isolar essas células tronco
do tecido dos vasos sanguineos embriona-
rios humanos. Adicionalmente ele desco-
briu uma outra eficiente droga, mas néo

pode tecer comentarios no momento.

Aumento da utrofina: Kay Davies da
Universidade de Oxford e Jon Tinsley da
empresa Vastox, Oxford, informaram em
Londres que apds testarem automaticamen-
te cerca de 13.000 compostos, foram sele-
cionados 100, capazes elevar 0s niveis de
utrofina nas culturas de células. Alguns
desses compostos poderiam mais do que
quadruplicar os niveis. Eles serdo otimiza-
dos posteriormente. O tratamento de ca-
mundongos mdx com o composto VOX
185 poderia elevar os niveis de utrofina
quase que exclusivamente em musculos,
atuando em seu promotor-A, e assim obter
uma melhora significativa de suas fungdes.

Outros experimentos com camundon-
gos ja haviam demonstrado que uma ele-
vacdo de duas a trés vezes nos niveis de u-
trofina provocavam efeitos terapéuticos
significantemente melhores, e espera-se al-
cancar uma elevacao de cinco a sete vezes
nos niveis de utrofina com uma vers&o o-
timizada da droga VOX 185. Em meados
de 2007 uma droga potencialmente efetiva
poderia estar pronta, e que seria dada sob a
forma de tabletes para alcancar todos os
musculos. Entdo todos os testes clinicos
necessarios serao efetuados nos proximos
anos.

Inibicdo da Myostatina: A empresa
Wyeth Pharmaceuticals, dos EUA, em um
teste clinico fase-1-11, ja testou o anticorpo
MY O-39 em 108 pacientes adultos
portadores de doencas musculares, alguns
deles com Becker. Os testes ja estdo
completos e os resultados — que parecem
positivos — serdo publicados na primavera
de 2007.

Tranferéncia de Mioblastos funciona
novamente: No final de setembro, Jacques
Tremblay, da cidade de Québec, no Ca-
nada, enviou-me informacdes detalhadas
com respeito a seu novo experimento
envolvendo a técnica de transferéncia de
mioblastos, que seria melhor chamada de
“transferéncia de células miogénicas®, para
diferencia-la das maquinagOes de Peter



Law. Em um teste clinico com 9 pacientes
com Duchenne, ele pode mostrar que em 8
deles foram criadas até 26% de fibras
musculares contendo distrofina normal,
apos terem sido injetadas células
miogénicas normais de um parente. As
células foram injetadas a uma distancia de
apenas 1 a 2 mm entre elas, em uma
pequena area de um musculo do tornozelo.
No momento esta sendo planejado um
segundo estudo, em um musculo onde se
possa demonstrar facilmente que houve

uma melhora funcional. Essa transferéncia
celular teria algumas vantagens, dentre
elas: a nova distrofina teria 0 comprimento
normal e estaria sob controle de suas
sequéncias de controle normais; o efeito
positivo seria de longo prazo; evitaria-se
problemas de imunidade; a técnica poderia
ser combinada com a inibicdo da
miostatina; e mais importante, poderia ser
atil a portadores de Duchenne com mais
idade.

Guenter Scheuerbrandt, PhD., Im Talgrund 2, D-79874 Breitnau, Germany

Esse sumario foi escrito em 21 e 22 de dezembro de 2006. Aqueles que ja ndo estiverem em
minha lista de enderecos mas que desejem receber todos os meus futuros relatérios de
pesquisas e entrevistas via e-mail, facam a gentileza de enviar seu endereco de e-mail para

gscheuerbrandt@t-online.de.
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