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RESUMO

Obijetivo-. Este trabalho teve como objetivo apresentar os avancgos da terapia génica na
ataxia cerebelar, com énfase na area espinocerebelar. Métodos - Foram coletadas
informacdes de artigos originais, publicados em revistas, nos idiomas, inglés, portugués
e espanhol, as bases de busca foram a Biblioteca Virtual em Saide (BVS), Scientific
Electronic Library Online (SciELO), Google Académico e no site do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), com prioridade de artigos dos Gltimos dez anos.
Resultados- Foi demonstrado que o modelo de tratamento de ataxias espinocerebelares
por meio de virus associados a adeno (AAV) junto a um RNA é uma técnica com
potencial, capaz de retardar e reverter os sintomas da doenca, porém ainda ndo se tem
comprovacao de seguranca, devido ao pouco conhecimento sobre o assunto(excluir pois
ndo podemos desmerecer a técnica). Conclusdo — Como abordado nesse trabalho, A
terapia génica tem se mostrado a forma mais adequada de tratamento de ataxias
espinocerebelares que causam poliglutaminas, por este fato se faz necessario mais
pesquisas a respeito.

Palavras-chave: terapia génica, sistema nervoso, doencas neurodegenerativas, ataxia
espinocerebelar, trinucleotideos.

ABSTRACT

Obijective - This study aimed to present the advances in gene therapy in cerebellar ataxia,
with emphasis on the spinocerebellar area. Methods- Information was collected from
original articles, published in journals, in English, Portuguese and Spanish, the search
bases were the Virtual Health Library (BVS), Scientific Electronic Library Online
(SciELO), Google Scholar and on the National Center website. for Biotechnology
Information (NCBI), with priority for articles from the last ten years. Results- It has been
shown that the model of treatment of spinocerebellar ataxias using adeno-associated virus
(AAV) together with an RNA is a technique with potential, capable of delaying the
reversal of the symptoms of the disease, but there is still no proof of safety, due to the
little knowledge on the subject. Conclusion- Gene therapy has been shown to be the most
appropriate form of treatment for spinocerebellar ataxias that cause polyglutamines, so
more research is needed.

Keywords: gene therapy, nervous system, neurodegenerative diseases, spinocerebellar
ataxia, trinucleotides.

1 INTRODUCAO

A terapia génica foi criada com o objetivo de utilizar o material genético com
finalidade de cura. Os primeiros estudos foram iniciados no século XX, mas foi na década
de 60 que ocorreu a primeira tentativa de utilizagdo desse material para cura e nos anos
70 se deu a criagcdo da tecnologia do DNA recombinante. O objetivo do tratamento
utilizando a terapia génica eram as modificacdes genéticas que podem ser realizadas de
modo a inserir, reparar ou trocar genes defeituosos para a cura de doencas (COSTANZI-
STRAUSS; STRAUSS, 2015).
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Com o avanco da terapia génica foi estudado o tratamento de doengas
monogénicas, ou seja que afeta um Unico gene, como por exemplo, a fibrose cistica e as
hemofilias, porém tem se tornado cada vez mais usada para outras doencas devido a
importancia na saude publica (SILVA; BARBOSA, 2018). Entre essas doencas, estdo as
neurodegenerativas que ocorrem perdas significativas de neurdnios, causando diversos
sintomas referentes a diferentes doencas (GONDIN et al., 2016).

O mecanismo que causa as doencas neurodegenerativas sdo mutacdes dinamicas,
que sdo caracterizadas por expansdo de trinucleotideos durante a transmissdo
genética(CHILDS; VALLE, 2000). A repeticdo de trinucleotideos pode ser dividida em
dois grupos: repeticdes em regides ndo codificadoras e nas regides codificadoras. A da
regido codificadora é caracterizada pela repeticdo da sequéncia CAG produzindo as
ataxias espinocerebelares, que podem ser classificadas do tipo 1, 2, 3, também conhecida
como doenca de Machado-Joseph, 6, 7 e 12 (KOSHY et al., 1996; CHILDS; VALLE,
2000; CUMMINGS; ZOGHBI, 2000).

Ataxia é um termo ligado a falta de coordenagdo motora classificada geralmente
como cerebelar, mas, podem ser sensitivas, frontais e talamicas. As cerebelares sdo mais
comuns, principalmente as espinocerebelares que ocorrem de 3 em cada 100.000
individuos. A ataxia do tipo 3 (dizer qual é do tipo 3) é a mais comum em todo o mundo
(RUANO et al., 2014). Sdo em grande parte autossémicas dominantes em que ocorre a
morte neural em diversas partes do sistema nervoso central, causando a degeneracao
(CENDES, 2004; LI; LI, 2017). Apesar de ter uma classificacdo, a ataxia esta em
constante expanséo, devido a avangos nos estudos (BIRD, 2019; GENNARINO et al.,
2019).

Este trabalho teve como objetivo apresentar os avancos da terapia génica no

tratamento da ataxia cerebelar, com énfase na area espinocerebelar.

2 METODOLOGIA

Este estudo trata-se de uma pesquisa bibliografica, com aspecto descritivo e
qualitativo, sendo desenvolvida de acordo com pesquisas ja existentes (GIL, 2002). Para
a busca da literatura pertinente, foram incluidos na coleta de dados, artigos originais,
publicados em revistas indexadas as bases de dados, em portugués e inglés, que melhor
se encaixavam no tema proposto, que seria 0s meios da aplicacdo da terapia génica, no

tratamento de ataxias espinocerebelares.
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Os dados excluidos, durante a coleta, foram os artigos de revisdo narrativa,
descritiva, integrativa e sistematica com meta anélise, artigos de jornais e todos aqueles
que ndo se encaixaram ao tema, como por exemplo os que falavam de outras doencas ou
0s que ndo possuiam informac@es de grande relevancia.

O presente artigo teve como fonte de informagdes os sites de busca a Biblioteca
Virtual em Sadde (BVS), Scientific Electronic Library Online (SciELO), Google
Académico e no site do National Center for Biotechnology Information (NCBI), na base
de dados PubMed. Foram selecionados artigos com prioridade dos ultimos 10 anos e
aqueles que tiveram dados tedricos relevantes sobre o tema. Foi utilizada para busca de
artigos, os Descritores de Ciéncias da Saude (DeCS): terapia génica, sistema nervoso,
doencas neurodegenerativas, ataxia espinocerebelar, trinucleotideos e no Medical Subject
Headings (MeSH) os descriptors: gene therapy, nervous systema, neurodegenerative
diseases, spinocerebellar ataxia, trinucleotides Também foram incluidos os operadores
booleanos “AND” e “OR”. Para a pesquisa, foi realizada a combinac¢do dos descritores
com os booleanos: Gene therapy AND nervous systema OR neurodegenerative diseases,
Gene therapy AND spinocerebellar ataxia OR trinucleotides.

Para anélise dos artigos, foi feita primeiramente, a leitura dos titulos, e conforme
foram escolhidos, foi realizada a leitura do resumo, seguida da introducdo. E os artigos
ligados ao tema, que respondiam aos objetivos propostos, foram entéo selecionados para

a elaboracéo deste estudo.

3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 POSSIVEIS SOLUQC)ES PARA O TRATAMENTO DE ATAXIA
ESPINOCEREBELAR

As ataxias espinocerebelares (SCAs) sdo um grupo de doencas autossdmicas que
afeta varios sistemas neuronais, como o cerebelo, a medula, o tronco cerebral e alguns
nervos, causando degeneracao e levando a um prejuizo na qualidade e expectativa de vida
do paciente (CENDELIN et al., 2022). Dentro das SCAs existem as doencas de
poliglutaminas (poliQ) em que ocorrem a repeti¢ces de nucleotideos, sendo consideradas
as principais doencas nesse quesito. As repeti¢ces de nucleotideos causam mais de 40
doencas, sendo neuroldgicas, neurodegenerativas e neuromusculares (ASHIZAWA et al.,
2018).

As doencas de poliglutaminas (poliQ) apresentam uma repeticdo CAG,

produzindo assim um longo trecho anormal, s&o consideradas progressivas e em alguns
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casos ndo possuem tratamentos (ASHIZAWA et al., 2018). O tamanho do trecho repetido
vai variar de acordo com o individuo e esta diretamente relacionado com a gravidade da
doenca e a idade de aparecimento dos sintomas, ou seja, quanto maior o trecho, maior a
gravidade e mais cedo os sintomas (MONIN et al., 2015).

Dentro do grupo de ataxias espinocerebelares, existem cinco tipos que podem ser
classificadas como doenca de poliglutamina: SCA1, SCA2, SCA3 (doenca de Machado
Joseph), SCA6 e SCA7. As caracteristicas entre as formas de manifestacdo das ataxias
espinocerebelares de poliglutaminas tendem a ser parecidas, porém o que as tornam
diferentes é a localizacdo da mutacao e o numero de alelos mutados (Tabelal) (ZHANG
etal., 2021).

O tratamento de SCAs é limitado, por ndo existir ainda uma terapia disponivel
para retardar a progressao da doenca, que em alguns casos pode levar o individuo a morte,
porém abordagens de silenciamento genético tem se mostrado promissoras em estudos
pré-clinicos. O silenciamento poderia ser feito no alelo especifico, sendo esta a forma
mais adequada para o tratamento de SCAs em geral (PRUDENCIO et al., 2021).

A terapia génica é uma forma promissora para tratamentos de doencas que afetam
o0 sistema nervoso central (SNC), porém existe uma grande dificuldade para conseguir
entrar, devido ao fato dele ser protegido por uma barreira hematoencefalica que blogqueia
a entrada de genes que foram administrados fora. Os vetores portando genes virais ou nio
virais sdo modificados para aumentar a eficacia na entrega ao SNC (PUHL et al., 2021).

A Tabela 1 demonstra os tipos de ataxias espinocerebelares.

Tabela 1. Analise dos tipos de ataxias espinocerebelares.

Autoria Tipo Mutacdes Gene Proteina
Keiser et al. (2016) SCA1l 40a80 ATXN1 Ataxina 1
Pulst et al. (1996) SCA2 35a59 ATXN2 Ataxina 2
Prudencio et al. SCA3 51 a 64 ATXN3 Ataxina 3
(2021)

Alonso et al. (2003) SCA6 21a27 CACNA1A CACNA1A
Farug et al. (2015) SCA7 37 a 460 ATXN7 Ataxina 7
Holmes et al. (2003) SCA12® PPP2R2B

@ A SCA12 é a Unica ataxia causada pela repeticio CAG que ndo codifica poliglutaminas, sendo assim
ndo se enquadra nas doengas de poliglutaminas.

A grande vantagem que existe nessas doencas para estudos terapéuticos € o fato

de serem monogeénicas, sendo assim uma reducao na expressdo do gene responsavel pela
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condigéo deve resultar em uma diminui¢do da mutagéo e sua toxicidade (MARTIER et
al., 2019). A utilizacdo de terapias de genes em doencas neurodegenerativas € uma
vantagem e um risco, pois suas modifica¢fes sdo irreversiveis, porém caso seja provado
que os beneficios se sobressaem aos risco seria uma forma de tratamento Gnica, em alguns
casos (SUN; ROY, 2021).

3.2 APLICACAO DA TERAPIA GENICA NO TRATAMENTO DE ATAXIAS
ESPINOCEREBELARES

Em estudos com utilizacdo da terapia génica se torna necessario a criacao de
animais geneticamente modificados, para que expressem caracteristicas especificas de
determinada doenca. Existem varios métodos de se criar um animal geneticamente
modificado e assim obter caracteristicas que sejam mais vantajosas. Dessa forma o que
sera mais importante na escolha, sdo as semelhancas entre 0 modelo e a doenca humana,
de forma a avaliar caracteristicas genéticas, bioquimicas, neurolégicas e comportamentais
(CENDELIN et al., 2022).

Para alguns estudos sdo exigidos modelos mais simples em que se destacam 0s
componentes da doenca especificamente, sendo a maioria dos animais utilizados,
camundongos, por permitir a pesquisa em varios niveis da doenga. Na pesquisa de ataxias
espinocerebelares, ocorre a producdo de camundongos usando vetores virais, 0s virus
associados ao adeno (AAVs) (CENDELIN et al., 2022). Os AAVs sdo muito utilizados
na transferéncia de genes in vivo, por fornecerem uma entrega mais especifica, para
determinado 6rgédo ou populacédo celular (CHAN et al., 2017).

A medida que ocorrem estudos sobre a utilizagio de AAVs na manipulagio de
genes, é possivel observar uma expressdo genética direcionada, por esse motivo sdo
utilizados em todo o sistema nervoso (CHAN et al., 2017). A aplicacdo do AAV naterapia
é para fornecer sequéncias por meio de um RNA inibitorio (RNAI). A terapia génica por
meio de RNAI poderia ser a forma mais eficaz de tratamento de ataxias espinocerebelares
de poliglutaminas (KEISER et al., 2016, 2021).

A técnica de utilizacdo de RNAI € promissora, por poder reverter os sintomas e
até mesmo induzir a cura da doenca, sua aplicacdo pode ser através de microRNAs
artificiais (miRNA) ou shRNAs. Os shRNAs sédo altamente expressos, ja 0s microRNAs
sd0 expressos em niveis mais baixos. Ao se comparar os dois modelos, os MiRNA sédo

mais bem tolerados e sdo mais eficazes no silenciamento genético, sendo essa a forma
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mais adequada para a aplicacdo da terapia génica (BOUDREAU et al., 2009; KEISER et
al., 2016).

O principal fator a se observar na utilizacdo de RNAI ¢ a toxicidade causada pela
sua utilizacdo, por isso € importante se avalizar a eficacia-toxicidade. A variacao da dose
é um fator a se identificar, pois existem caso em que para se alcancar determinado
objetivo, sera necessario uma dose maior, porém existem estudos que comprovam a
toxicidade nesses casos, outro fator é o promotor a ser utilizado que pode limitar a
toxicidade potencial (PACAK et al., 2008; KEISER et al., 2021).

No desenvolvimento da terapia génica, existem muitas formas de reacdes
adversas, devido ao fato de ter como base principal a expressao proteica que pode causar
toxicidade e também pode gerar uma resposta imune. Para garantir a eficacia da terapia é
necessario restringir a expressao transgénica para o local de interesse através do AAV e
com a utilizacdo de um promotor essa expressao serd bem-sucedida, devido ao fato de ser
ele quem iniciara a transcricdo (PACAK et al., 2008).

Em resumo, para se aplicar a terapia génica é necessario um animal geneticamente
modificado, podendo ser por AAVs. Ao combinar um AAV a um microRNA ¢é possivel
reverter fenotipos neuropatoldgicos, comportamentais e alteracdes na expressdo de
determinado gene e através de um promotor é possivel se especificar o local de entrega,
0 que torna essa terapia favoravel ao tratamento de ataxias espinocerebelares (KEISER et
al., 2016; CHAN et al., 2017; CENDELIN et al., 2022).

3.3 ASPECTOS REFERENTES A EFICACIA DA TERAPIA GENICA NA
UTILIZAQAO EM ATAXIAS ESPINOCEREBELARES

Com o objetivo de avaliar a eficacia e a seguranca do tratamento de ataxias
espinocerebelares por meio de RNAI, Boudreau et al. (2009) realizaram em estudo
comparando as formas de utilizacdo da técnica, os ShRNAs e os microRNAs. Para a
avaliacdo foram utilizados AAV e se teve como base a ataxia espinocerebelar tipo 1.
Foram injetados em uma parte de camundongos modificados 0 AAV1-miSCAL e em
outra 0 AAV1-shSCAL. Na andlise posterior, foi observado que o AAV1-miSCAl
silencia com eficicia a SCA1, entretanto o0 AAV1-shSCA1 causa neurotoxicidade. Esse
resultado mostra que microRNAs sdo os melhores candidatos para a utilizagdo na terapia.

Sobre a utilizagdo de microRNAs, foi observado em um estudo realizado por
Martier et al. (2019) o silenciamento da ATXNS3, através da ligacdo de um microRNA

expressado pela associacdo de um vetor de virus adeno-associado (AAV). O AAV
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sorotipo 5 foi testado em roedores e teve como resultado a redugdo da proteina ATXN3
mRNA, o que sugere que o AAV-microRNA pode ter beneficios terapéuticos em
humanos, apesar de o foco da pesquisa ser a ataxia espinocerebelar tipo 3, essa terapia
ndo se restringe apenas a ela.

Em seguida foram projetados microRNAs artificiais complementares do gene
ATXN3 e com isso construgdes anti-ATXN3 microRNAs (mIATXN3), com objetivo de
silenciamento da proteina ATXN3 mRNA. No teste foram utilizados 11 tipos de
mIATXN3, dentre eles 0 7, 9 e o 11 foram selecionados para novos testes, por
apresentarem eficacia em concentragdes baixas e de 80% a 90% em altas. Em novos testes
as trés miATXN3 mostraram-se eficazes no silenciamento, porém a miATXN3_9 é mais
potente, tendo 52% de silenciamento e consequentemente a reducdo da ataxina 3 em 75%.
Né&o foi constatado toxicidade no teste (MARTIER et al., 2019).

Em outro estudo, realizado por Keiser et al. (2016), desta vez sobre com foco na
SCAL1 foram projetados microRNAs artificiais correspondentes a ataxina 1 e incorporado
ao rAAV (virus adeno-associado recombinante), posteriormente o AAV.miSCA1 foi
injetado em camundongos geneticamente modificados. O objetivo do estudo era provar
que a entrega do AAV.miSCAL ap6s o inicio dos sintomas poderia reverter a SCAL.
Como resultado se teve a redugdo de ATXNL1 e assim foi possivel provar o objetivo. Foi
observado toxicidade em doses altas, portanto foi possivel mostrar uma dose base
toleravel que ndo cause toxicidade.

Os mesmos pesquisadores testaram o rAAV em primatas ndo humanos, a entrega
apresentou resultados de transducdo semelhantes aos dos camundongos, foi injetado
entdo o rAAV.miSCAL, os dados mostraram uma reducdo da ATXN1 de 30 a 50%
dependendo da regido analisada, mostrando a eficicia da terapia. Através do uso de
marcadores foi possivel analisar a toxicidade, os resultados mostraram que a terapia é
bem tolerada, porém foi um estudo inicial de curto prazo (KEISER et al., 2015).

Em outro teste, quando utilizado em niveis cerebrais mais profundos, foi
observado toxicidade. A analise mostrou que os primatas que receberam uma dose média,
apresentaram um aumento de 2,4 a 9,3 vezes na gravidade das lesdes. Os pesquisadores
fizeram mais alguns testes para se verificar a causa da toxicidade e foi observado que a
atividade do promotor de ITR de 3’, utilizado durante a pesquisa, pode causar
neurotoxicidade, fato que ndo ocorre nos testes de camundongos, sendo assim destaca a

necessidade de mais estudos a respeito (KEISER et al., 2021).
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Quando comparadas as pesquisas, com a utilizacdo de microRNAs em conjunto a
um AAV, temos niveis de eficacia equivalentes, sendo observado apenas alguns niveis
de diferenca, que podem indicar um meio mais adequado de aplicacdo e analise da

toxicidade, como demonstra a Tabela 2 e o Grafico 1.

Tabela 2. Utilizaco de AAV combinado a um RNA para o silenciamento da ataxia espinocerebelar.

Autoria Material Animal Foco Toxicidade Eficacia
Martier et al. (2019)  AAV-microRNA Roedores Ataxina 3 53,1 a64%
Keiser et al. (2016) AAV.mMiSCAL Camundongos Ataxina 1 28 a 48%
Keiser et al. (2015, [AAV MiSCAL Primatas nédo Ataxina 1 Aumento de 2~,4 30 250%
2021) humanos a 9,3 nas lesdes

Nota: Os dados listados sdo referentes a estudos da utilizagdo de uma das técnicas de aplicagdo da terapia génica.

Grafico 1. Utilizacao de AAV combinado a um RNA para o
silenciamento da ataxia espinocerebelar
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Fontes: Adaptado de Martier et al. (2019), Keiser et al. (2015, 2016, 2021)
Nota: Os dados listados séo referentes a estudos daﬁ ufcilizagéo de uma das técnicas de aplicacdo da terapia
(1)Refere-se a toxicidade encontrad?aer?clazat.estes envolvendo o rAAV.miSCAL.

4 DISCUSSAO

A utilizacdo da terapia génica por meio de um AAV em conjunto com um RNA,
tem-se mostrado uma forma eficaz de tratamento de pacientes com ataxias
espinocerebelares, causadas por repeticdes dos nucleotideos CAG (as doencas de
poliglutaminas) (CARRELL et al., 2022). Desta forma se faz necessario a pesquisa na
area, para a confirmac&o de resultados e comprovacao de beneficios.

Nos estudos apresentados, a técnica de utilizacdo de AAV unido a um microRNA
mostrou ser uma possibilidade crescente, sendo utilizada para testes em animais

geneticamente modificados, onde tem se mostrado eficaz no silenciamento da proteina
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responsavel pela ataxia. A utilizacdo da técnica depois do aparecimento dos sintomas,
também apresentou devida eficacia, fato que podera ser usado em estudos para pacientes
que ja possuem a doenca (NOBRE et al., 2022).

Na andlise, porém, ndo existe um padrdo entre as pesquisas para que seja possivel
uma comparagdo mais aprofundada e especifica, seja pelo animal utilizado, forma de
aplicacdo ou o proprio objetivo do estudo. As pesquisas sobre a SCA1, possuem objetivos
diferentes, de modo que um estudo complementa o outro, podendo assim avaliar a
evolucdo dos testes e apresentar fatores que em outro estudo ndo foi observado,
principalmente pela utilizacdo de modelos diferentes, em que o objetivo € se aproximar
do ser humano (JANSEN-WEST et al., 2022).

Jé& a pesquisa sobre a doenca de Machado Joseph (dizer o que é), apresenta uma
comparagdo entre tipos de materiais utilizados e o desenvolvimento da técnica. Sendo
assim, é apresentada a melhor possibilidade encontrada para que possa ocorrer a reducédo
especifica da ataxina, assim como das lesdes (NOBRE et al., 2022).

A terapia génica € estudada como forma de tratamento de todas as ataxias de
poliglutaminas, porém, os estudos apresentados sdo especificos, o que impossibilita a
certeza de que o método podera ser usado para todos os tipos. Para sua utilizacdo seria
necessario determinar uma dose exata que ocorra de fato a reducdo, resgatando fenétipos
especificos e determinar o quao especifico deve ser o método (ORENGO et al., 2022).

O maior desafio para os pesquisadores tem sido a toxicidade causada pela
utilizacdo de um RNAI, que pode gerar efeitos adversos, sendo necessario criar
parametros entre os beneficios e os maleficios de sua utilizacdo e formas de controle. A
entrega deve ser segura e uma alta dose podera ser necessaria, porém também podera
inviabilizar a terapia (CARRELL et al., 2022).

Os resultados dos estudos apresentam uma evolucdo em pesquisas da area, por ser
a comprovacdo de aplicabilidade da terapia. Porém, é um método novo, em que ndo ha a
certeza de resultados, e apesar dos testes terem apresentado efeitos favoraveis, existem os
fatores toxicidade, tempo e nivel de eficacia (ORENGO et al., 2022).

Apesar das limitagdes e variagbes metodoldgicas usadas nos estudos analisados,
destaca-se o esforgo dos pesquisadores da area, em apresentar uma possivel solucéo para
as ataxias de poliglutaminas, sendo por meio de um retardo da doenca, a correcdo dos
sintomas ou até mesmo a probabilidade de cura, por esse motivo é de extrema importancia

a realizagdo de mais estudos a respeito, de forma a ser possivel comprovar a seguranca.
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Mas, embora com todas as limitagdes e variagdes, os estudos se mostraram bastante
eficientes.

5 CONCLUSAO

O presente estudo concluiu, que as ataxias espinocerebelares que causam
poliglutaminas, € uma questdo de salde publica, mas, com pouca visibilidade perante as
outras doengas mais conhecidas. Este fato, ocorre sobre a deficiéncia nas pesquisas e 0
tratamento dos inimeros portadores desta doenca. A terapia génica é o tratamento que

estd mostrando melhores resultados, mas com poucos estudos, ndo se tornando confiavel.
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