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Resumo do Projeto:

A doenca de Stargardt (STGD1) € a causa de distrofia macular hereditaria mais
comum, com uma maior incidéncia na populagédo jovem. STGD1 é causada por uma
mutacdo no gene ABCA4, que codifica uma proteina transportadora localizada nas
células fotorreceptoras, responsavel pela reciclagem de 11-cis-retinal e pela remocéo
de subprodutos téxicos do ciclo visual. O defeito desta proteina transportadora leva a
acumulacdo de metabolitos, principalmente sob a forma de lipofuscina, provocando as
alteracdes morfologicas e funcionais na retina observadas no fenétipo caracteristico da
doenca de Stargardt: em geral, h& nas criancas e nos jovens adultos uma diminuig&o
da acuidade visual central, bilateral e progressiva, causada pela perda de células
fotorreceptoras especialmente na macula. Ndo existe ainda um tratamento dirigido a
doenca de Stargardt, mas inimeros avangos tém sido feitos no estudo de abordagens
terapéuticas farmacolégicas, genéticas e celulares. Este trabalho tem como objectivo
apresentar e discutir as actuais perspectivas terapéuticas da doenca de Stargardt, tal
como a restricdo de exposicao a luz, restricdo suplementar e inibicdo do transporte de
vitamina A (com fenretinide e A1120), ALK-001, modulacéo do ciclo visual (emixustat e
fomepizole), remofuscina, transferéncia génica por vectores virais e nado virais, e

terapéutica derivada de células estaminais.

Abstract:

Stargardt disease (STGD1) is the most common inherited macular dystrophy, found
amongst children and young adults. It is caused by a mutation in the ABCA4 gene,
which encodes a transporter protein that can be found on photoreceptor cells, that
recycles 11-cis-retinal and removes toxic products of the visual cycle. A defect in this
protein leads to the accumulation of lipofuscin and the characteristic morphological and
functional retinal changes. Patients with STGD1 present with progressive decreased
central visual acuity, usually bilaterally, caused by loss of (especially macular)
photoreceptor cells. There is still no specific treatment for Stargardt disease, but
innumerable advances have been made with pharmacological, genetic and cellular
approaches. The purpose of this review is to present and discuss the current
therapeutic perspectives of Stargardt disease, such as light-exposure restriction,
vitamin A supplement restriction and transport inhibition (with fenretinide and A1120),
ALK-001, visual cycle modulation (with emixustat and fomepizole), remofuscin, viral

and non-viral gene transfer and stem-cell derived therapies.



Palavras-chave: doenca de Stargardt; STGD1; distrofia macular; terapia génica;
terapia farmacolégica; fenretinide; A1120; ALK-001; emixustat; fomepizole;
remofuscina; células estaminais.



Introducéao

A doenga de Stargardt (STGD1, degeneragcdo macular juvenil, fundus flavimaculatus
ou distrofia macular com manchas (flecks) tipo 1) é a causa de distrofia macular
hereditaria mais comum, com uma prevaléncia entre 1:8000 e 1:10000 e uma
incidéncia maior em criancas e adultos jovens." > Apesar de existir uma enorme
heterogeneidade fenotipica, em geral os pacientes sofrem uma diminuicdo da
acuidade visual central, bilateral e progressiva, causada pela perda de células
fotorreceptoras na macula.”? Na verdade, a patologia tem inicio na macula, com o
envolvimento das regides foveais e para-foveais, progredindo exteriormente para
zonas mais periféricas da retina. Com o tempo, ha degeneracdo dos fotorreceptores e
do epitélio pigmentar da retina (EPR) que acompanha a diminuicéo da visdo.? Além da
perda da visdo central e presenca de escotomas centrais, alguns pacientes também
sofrem de menor acuidade visual nocturna e discromatdpsias, e 0s sintomas surgem

tipicamente na infancia ou em adultos jovens, piorando ao longo do tempo.®

Na maioria dos casos, a doenca de Stargardt € causada por mutagcbes no gene
ABCA4 (ATP-binding cassette, subfamilia A, membro 4), que se encontra no brago
curto do cromossoma 1 (1p22.1), transmitido de modo autossOmico recessivo, que
leva & acumulacdo acelerada de lipofuscina no epitélio pigmentar da retina.*
Em muito menor frequéncia, a doenca de Stargardt pode ser causada por mutacoes
noutros genes: STGD3 é causada por uma mutacdo no gene ELOVL4, no
cromossoma 6q14. A proteina ELOVL4 (expressa na retina, na pele e no cérebro) tem
um papel na sintese de acidos gordos de cadeia muito longa. A mutacao neste gene
leva a acumulacao de agregados proteicos que podem interferir com as funcfes da
retina e eventualmente levar & morte celular.” STGD4 é causada por uma mutacio no
gene PROM1 no cromossoma 4. Ambas as doengas STGD3 e STGD4 séo
transmitidas de modo autossémico dominante.® No entanto, neste trabalho o foco sera
discutir as caracteristicas clinicas, imagiolégicas e mais recentes intervencdes na
forma mais comum da doenga de Stargardt, STGD1, e as possiveis abordagens

terapéuticas que o estado da arte pode oferecer.

O gene ABCA4 codifica uma proteina transportadora localizada especificamente nos
segmentos exteriores dos fotorreceptores (cones e bastonetes) da retina, que intervém
na reciclagem do croméforo 11-cis-retinal (para permitir a continuacdo da
fototransducéo) e na remoc¢éo de subprodutos do ciclo visual - a fototransducao leva a

formacdo de substancias potencialmente toxicas que podem danificar as células



fotorreceptoras.” No ciclo visual, 0 composto 11-cis-retinal combina com opsinas nos
fotorreceptores, formando pigmentos visuais como a rodopsina. A activagdo da
rodopsina através de fotdes inicia os processos de transducdo visual e liberta all-trans-
retinal. A enzima desidrogenase RDH8 é responsavel pela reducdo do all-trans-retinal
em all-trans-retinol, que normalmente é transportado de volta ao RPE para reciclagem,
gerando novamente 11-cis-retinal pronto a repetir o processo.” No entanto, como o all-
trans-retinal é langado para um ambiente rico em fosfatidiletanolamina (PE), esta
sujeito reagbes com a amina primaria de PE, formando adutos retinal-PE.®> O
substracto mais provavel do transportador ABCA4 é o composto N-retinilideno-PE,
producto da reaccdo de all-trans-retinal com PE.” Actuando como um importer, o
ABCA4 hidroliza ATP com o seu dominio ATPase citoplasmatico, para levar a
molécula de N-retinilideno-PE do espaco intradiscal (nos segmentos externos dos
fotorreceptores) para o citoplasma, permitindo que este conjugado seja hidrolizado e o
all-trans-retinal possa ser reduzido.’

Assim, se néo for removido das membranas dos fotorreceptores, N-retinilideno-PE
pode ainda reagir com uma segunda molécula de all-trans-retinal para formar
compostos que sdo capazes de danificar as estruturas retinianas, dos quais 0 mais
estudado é o A2E.” Os adutos bisretinoides altamente toxicos como A2E formam
pigmentos que compde a lipofuscina, podendo acumular-se no RPE e levando a sua
morte celular e concomitante degenerac&o dos fotorreceptores.®

Na doenca de Stargardt, pensa-se que o defeito deste transportador ABCA4 e
consequente acumulacdo de metabolitos téxicos como A2E levam as alteracdes
morfolégicas e funcionais da retina, especialmente na macula, responsaveis pelo
fenétipo caracteristico da patologia.*

As caracteristicas genéticas da doenca, a acumulacdo de produtos residuais do ciclo
visual toxicos para as estruturas da retina e a consequente existéncia de defeitos
celulares abriram as portas ao estudo de diversas abordagens terapéuticas
farmacoldgicas, genéticas e celulares discutidas neste trabalho, numa tentativa de

finalmente encontrar uma cura para a doenca de Stargardt.



Caracteristicas clinicas e imagiolbdgicas

Pacientes com doenca de Stargardt costumam apresentar-se com perda de visdo
central bilateral e progressiva, principalmente com picos de incidéncia na infancia, e no
jovem adulto.” A caracteristica clinica mais proeminente da doenca de Stargardt é
perda da acuidade visual central, com retinografia a revelar atrofia da macula com
manchas brancas-amareladas de lipofuscina ao nivel do EPR?, apresentando também
discromatopsia e escotomas centrais.

Ha uma perda lenta e progressiva da funcao e estrutura da retina ao longo do tempo,
variavel entre e intra-familias, sugerindo o papel de outros factores que influenciam o
fenotipo da doencga. Além disso, as marcadas varia¢des clinicas de STGD1 parecem
dever-se ao grande nimero (>1000) de variacbes de sequenciacdo do gene ABCA4.?
O inicio da doenca € mais frequente na infancia, havendo também um segundo pico
de incidéncia no jovem adulto e até um terceiro pico numa fase adulta mais tardia
(com melhor prognéstico)®. H4 também cada vez mais evidéncia de que a idade de
aparecimento da doenca se correlaciona com a severidade da variante do ABCA4™:
- incidéncia na infancia estd associada a variagbes mais deletérias (nonsense)
- incidéncia no jovem adulto e incidéncia mais tardia, com févea poupada (missense)
Inicialmente, a oftalmoscopia pode mostrar apenas um fundo ocular normal ou
anomalias retinianas moderadas (perda do 'reflexo foveal’) ou distlrbios moderados do
epitélio pigmentar da retina, com ou sem perda de visdo. Assim, o diagnéstico pode
ser atrasado se ndo se recorrer a outras técnicas imagioldgicas: autofluorescéncia do
fundo (FAF), tomografia de coeréncia oOptica (OCT) e avaliacdo electrofisiologica
(electro-retinografia (ERG) padrdo, campo total ou multifocal).? Lois et al.** descreve

uma classificagdo electrofisioldgica dividida em trés grupos:

- Grupo 1: ERG campo total normal, anormalidade no ERG padrao (disfuncéo
macular);

- Grupo 2: ha uma adicional perda generalizada de funcao dos cones;

- Grupo 3: ha uma adicional perda generalizada de funcéo de cones e bastonetes.
Estes grupos parecem ter implicages prognésticas?, verificando-se que todos os
pacientes com envolvimento inicial dos cones demonstraram deterioragao
eletrofisiolégica clinicamente significativa; e apenas 20% dos pacientes com ERG de

campo total normais demonstraram progressao clinica da disfunc&o.*?



- Autofluorescéncia do fundo

Ao explorar as propriedades autofluorescentes da lipofuscina e metabolitos
relacionados, FAF possibilita a avaliacdo da distribuicdo de lipofuscina no EPR in vivo.
A imagiologia obtida com FAF consegue identificar mudancas no fundo ocular
(manchas associadas a acumulacdo de lipofuscina e atrofia precoce) antes destas
serem clinicamente evidentes na oftalmoscopia®®, algo de enorme importancia no
contexto da doenca de Stargardt, visto que ha niveis anormais de lipofuscina.
A técnica FAF consegue identificar prontamente na doenca de Stargardt areas de
atrofia com diminuicao do sinal de autofluorescéncia, associadas a morte de células do
EPR, tal como consegue identificar areas de acumulacdo excessiva de lipofuscina,
com aumento do sinal de autofluorescéncia.’* Ha o aspecto caracteristico de
maculopatia em olho-de-boi, com uma reducéo central de autofluorescéncia rodeada

de um aumento de sinal, na FAF. 2

E geralmente aceite que os padrées de autofluorescéncia de lipofuscina s&o
importantes marcadores de doenca.*

Recorrendo a técnica de autofluorescéncia ultra wide-field do fundo (UWF-FAF), um
estudo retrospectivo (em Los Angeles, Instituto Oftalmol6gico Stein, na Universidade
da Califérnia) examinou, de 2012 a 2016, pacientes com doenca de Stargardt e
implementou uma classificacdo consoante os padrdes de autofluorescéncia:®
- tipo 1 consiste em lesdes confinadas & macula, sem achados periféricos.

- tipo 2 consiste em atrofia macular com alteragdes FAF (manchas periféricas).

- tipo 3 consiste em atrofia macular e periférica.

Estudou-se também a associagdo de FAF com a progressdo da atrofia, e concluiu-se
que o padrdo de autofluorescéncia influencia a taxa de progressao das areas atréficas
ao longo do tempo.*

Além desta correlagdo, também se verificou que ha associagdo entre os padrdes de
fluorescéncia e caracteristicas geneéticas: variantes de sequéncias mais leves
(incluindo missense) encontradas com mais frequéncia no padréo tipo 1 de UWF-FAF
e variantes mais deletdrias (nonsense) no tipo 3.

Correlacionaram-se ainda os achados na FAF com os resultados da ERG: dados
sugerem que padroes UWF-FAF mais extensos (tipo 3) definidos anteriormente
associam-se a disfuncdo mais severa descrita (até panretiniana) na ERG.'
Além disso, em futuros ensaios de células estaminais ou terapia génica na doenca de
Stargardt, particularmente com administracdo subretiniana, FAF pode ser uma

modalidade de imagem importante que pode ajudar a seleccionar a localiza¢do Optima



para administracdo dos agentes terapéuticas, baseado na presenca ou auséncia de

anormalidades de autofluorescéncia.

- Tomografia de coeréncia optica

A tomografia de coeréncia 6ptica (OCT), homeadamente a recente técnica SD-OCT
(spectral domain) fornece imagens transversais de alta resolucao da retina e consegue
revelar precocemente as caracteristicas hallmark da doenca de Stargardt com inicio
na infancia e na idade adulta - isto é, a perda de camadas externas da retina, na
fovea: revela perda da arquitectura normal, comecando na macula central com alguma
preservacdo macular periférica numa primeira instancia. E de realcar que a alteragéo
mais precoce detectada anteriormente ao desenvolvimento de atrofia é espessamento

da membrana limitante externa, até em criancas com 5 anos de idade.? *°

E possivel associar ao OCT um estudo das caracteristicas angiogréficas.!” H4 também
uma atrofia coriocapilar talvez como consequéncia da atrofia do EPR, sugerindo um
papel do EPR na modulagéo da estrutura e fungéo coriocapilar. Um estudo com 12
pacientes com doenga de Stargardt avangada demonstrou que existe uma reducéo da
densidade vascular do plexo capilar superficial, plexo capilar profundo e vasos
coriocapilares, relacionado também com uma reducédo da espessura total da méacula e,
especificamente, reducdo da espessura da membrana limitante interna.'’
Foi possivel estabelecer uma correlacéo significativa entre a densidade dos vasos e a
(diminuida) densidade da macula; embora ndo tenha sido possivel estabelecer uma
correlacdo entre a diminuicdo da funcdo e os parametros anatémicos.'’
Ainda nao é claro se a reducdo da densidade vascular observada em doentes com
doenca de Stargardt € um factor causal da doenca, ou se é secundaria a atrofia da
retina (a diminuicdo da densidade vascular pode estar relacionada com a modificagéo
das concentracbes de VEGF existentes, devido a degeneracdo do EPR).
Ainda assim, a atrofia coriocapilar e a perda de EPR estdo claramente relacionadas, e
esta condicdo explica os baixos niveis detectados de hipocianescéncia na angiografia
nas zonas de atrofia macular (apelidado de "atrofia escura"), caracteristicas
angiograficas que sédo detectadas em 92% dos doentes com doenca de Stargardt e
somente 12% dos doentes com atrofia macular ligada a idade (age-related macular
degeneration: AMD).*®



Terapéutica farmacologica

Na Doenca de Stargardt, mutagdes no gene ABCA4 levam a uma ineficaz remogéao de
N-retinilideno-PE dos segmentos externos do fotorreceptor. Isto leva a acumulagéo de
compostos bis-retindides nos discos dos segmentos externos e, consequentemente, a
niveis toxicos de bis-retinoide A2PE, composto este que € hidrolisado a AZ2E,
considerado um componente importante da liposfuscina. Esta acumulacéo resulta em
disfuncdo e morte do EPR, com subsequente disfuncdo e perda das células
fotorreceptoras. Assim, muitas terapias sob investigacdo tém como objectivo restringir

a producédo de A2E,® das quais se pode incluir:

- Restricdo de exposicdo aluz

Um inicio precoce de doenca de Stargardt pode ser despoletada pela acumulagéo de
aductos bis-retinbides do all-trans-retinal no segmento exterior da célula
fotorreceptora, no EPR ou em ambos.**?

Os bis-retindides podem danificar a retina porque sdo fotorreactivos e da sua
degradagdo, na presenca de luz e oxigénio, resultam aldeidos reactivos mais
pequenos e carbonilos.?*

Como os carbonilos resultantes desta fotodegradagéo sao capazes de fazer cross-link
(reticulacdo) com proteinas, a foto-degradacdo dos bis-retindides pode estar
relacionada com as alteragbes associadas a idade na membrana de Bruch, sendo
também evidente que proteinas modificadas por estes carbonilos sdo também
detectadas nas drusas.”

Este processo foto-oxidativo pode explicar, entéo, correlagcbes com a exposi¢ao a luz
em ambas as doencas STGD1 e AMD.?*%#

Foi também demonstrado que a degeneragdo da retina em ratos ABCA4 KO foi
acelerada com a exposicéo a luz UV,? % dai ser recomendado aos pacientes STGD1
evitarem exposicdo excessiva a luz solar e usarem protec¢cdo ocular com bloqueio
UVA/UVB. Um estudo demonstrou que o uso de lente de contacto protectora de cor
preta durante 12 meses, num s6 olho enquanto acordados, em pacientes com STGD1
atrasa a progressao da doenca em termos imagiolégicos (FAF) quando comparado
com o olho sem proteccéo.?®

No entanto, a dificuldade de aplicacdo pratica desta medida preventiva € uma das

suas limitagoes.



- Diminuicéo de Vitamina A no olho

Foi estudado que também uma ingestéo de altas doses de vitamina A est4 associada
a degeneracdo da retina em ratos ABCA4 KO,*> * pelo que a suplementacido com
vitamina A deve ser evitada em pacientes com mutagdes no gene ABCA4 ou outras
distrofias retinianas ou maculares associadas com acumulagédo de lipofuscina no
EPR.*" Assim, a intervencéo terapéutica pode passar por reduzir o consumo de
suplementacgéo de vitamina A.

A restricdo do consumo deve ser, no entanto, algo controlada pois a vitamina A € um
composto envolvido na fungdo imune, visual e reproductiva, participando também em
processos de comunicacao celular.®

A influéncia da vitamina A na funcdo visual esta relacionada com a sua importancia
como componente essencial para a funcionalidade da rodopsina e porque contribui
para a normal diferenciagdo e funcionamento das membranas conjuntivas e da
cérnea.®

A vitamina A esta disponivel na dieta humana principalmente sob duas formas:
vitamina A pré-formada (retinol e retinil éster) - encontrada em lacticinios, peixe e
carne, especialmente figado - e também sob a forma de carotenoides pré-vitamina A,
dos quais 0 mais importante é o beta-caroteno.*®

Demonstrou-se entdo que uma suplementacdo exagerada de vitamina A e altas
concentracdes de vitamina A no olho estdo associadas a degeneracao da retina e
progressao degenerativa em doentes com mutacdes no gene ABCA4, mas 0 mesmo
ndo se verificou com doses altas de carotenoides. Estudos demonstraram que a
suplementagédo com carotenoides inibiu quase por completo a formacgéo e oxidacao de
A2E em modelos animas de codorniz-japonesa.®

Em humanos, verificou-se que a concentracdo de A2E periférica no EPR e na coroéide
esta inversamente correlacionada com a concentracdo de carotenoides na retina
periférica. Estes pigmentos orgénicos, produzidos por plantas, algas, algumas
bactérias e até fungos, sédo capazes de reduzir os niveis de A2E e lipofuscina, o que
apoiaria a recomendacdo de consumo dietético de carotenoides em individuos em
risco de degeneracdo macular.®** * No entanto, apesar de aparentemente a
suplementacdo com nutrientes ricos em beta-caroteno, luteina e zeaxantina ser
benéfica na proteccéo de tecidos retinianos, pelas suas propriedades antioxidantes,

nao estao estabelecidas doses diarias recomendadas.

A utilizacéo de inibidores que previnam o transporte da vitamina A para o olho também

€ uma opcao terapéutica promissora. Entre os farmacos a serem estudados,



destacam-se o Fenretinide (N-(4-hydroxifenil)retinamida), antagonista da RBP4 (retinol
binding protein 4, plasma - uma proteina transportadora especifica para o transporte
de retinol no sangue) derivado dos retinoides e o A1120 (2-(4-(2-
(trifluorometil)fenil)piperidina-1-carboxamido)acido benzéico), um antagonista da RBP4
ndo derivado de retinoides.*

- Fenretinide

O Fenretinide € um derivado sintético da vitamina A que compete com a vitamina A
(retinol) no olho para se ligar a proteina transportadora RBP4. Esta ligacdo leva a
formacdo de um complexo RBP-Fenretinide, que é eliminado por via renal e leva a
reducdo dos niveis de RBP circulante e, consequentemente, a uma diminuicdo da
concentragdo de vitamina A intraocular. A diminuicdo da presencga de vitamina A no
olho leva & desaceleracéo da biossintese de A2E.3"°

Um estudo realizado em ratos com o modelo da doengca de Stargardt (knockout
Abca4-/-) demonstrou que administracdo de fenretinide durante 28 dias reduziu os
niveis circulantes de RBP-retinol de maneira dose-dependente, diminuindo também
significativamente a producdo de A2E intraocular.*® De facto, a percentagem de
reducdo de retinol sérico para cada dose total administrada de fenretinide era
comparavel & percentagem de reducdo de A2E obtida para aquela dose.*
Este composto, fenretinide, tem vindo a ser usado nos Ultimos 20 anos como um
agente quimiopreventivo em varios estudos clinicos de fase Il/lll de cancro,
conduzidos em investigagdes multicéntricas com milhares de pacientes (entre os 35 e
70 anos) durante periodos de até 5 anos.*" *?

Clinicamente, os investigadores encontraram nestes doentes niveis reduzidos de
retinol sérico, RBP e adaptacéo lentificada ao escuro.*™ ** De facto, investigacdes
subsequentes demonstraram que existe uma correlacdo significativa entre as
reducbes séricas de RBP-retinol e as manifestacdes de adaptacdo lentificada ao
escuro.”® ** Em ratos, fenretinide levou a uma marcada reducdo (aproximadamente
50%) dos retinoides do ciclo visual, reducéo essa que era equivalente a reducdo do
retinol sérico para essa dose administrada de fenretinide.”” Neste estudo, apds
submeter os ratos a adaptagéo ao escuro durante a noite, foram monitorizadas as taxa
de regeneracdo de 11-cis-retinal e mobilizacdo do cromdéforo estimulado por fotdes
(bleached), all-trans-retinal. Os niveis de 11-cis-retinal steady-state foram 33%
menores nos ratos tratados com fenretinide; no entanto ndo houve diferencas

estatisticamente significativas na cinética de regeneracdo da rodopsina adaptada ao



escuro, apés um bleaching de cerca de 50% desta rodopsina existente.*® Esta
lentificacdo do retorno da fotorresponsividade dos bastonetes € a Unica manifestacdo
fisiologica encontrada em ratos tratados com fenretinide, sendo consistente com o0s
achados bioguimicos que revelam niveis diminuidos de retinoides e cromaéforos visuais
nestes ratos.” Além disso, as andlises electrofisiolégicas e histolégicas nao
demonstraram efeitos deletérios na retina do tratamento crénico com fenretinide.*
Um outro estudo clinico em fase Il, que avalia a eficicia do fenretinide no tratamento
da atrofia geografica em pacientes com AMD ndo exsudativa, demonstrou que o
fenretinide reduziu significativamente o aumento das lesdes de atrofia geogréfica, tal
como também reduziu significativamente a incidéncia de neovascularizagdo coroideia
neste grupo de doentes.*

No entanto, é de realcar as preocupagdes existentes quanto ao perfil de seguranga do
fenretinide a longo prazo, visto que estudos demonstraram que este composto pode
ser um potente indutor de apoptose no EPR,” estimulou a formacdo de
hemangiossarcomas em ratos “® e tem provavelmente propriedades teratogénicas.*’
Além disso, o efeito deste composto em areas sem degeneracdo retiniana
funcionalmente relevante continua a ser nao elucidativo, podendo haver efeitos laterais
importantes. Assim, o conhecimento cientifico actual aponta para a necessidade de
investigacdo do potencial terapéutico e do perfil de seguranga do fenretinide para a

doenca de Stargardt.*

- A1120

O outro inibidor promissor é o A1120, um composto ndo derivado de retinoides,
antagonista de RBP4, a ser estudado para potencial tratamento da doenca de
Stargardt e AMD n&o exsudativa.*

Um estudo pré clinico em modelo de rato confirmou o mecanismo analogo ao
fenretinide deste novo composto, sendo eficaz na reducdo dos niveis séricos de
RBP4.*® A administracdo de A1120 levou & reducéo em 75% de RBP4 sérica, que se
correlacionou com a diminuicdo de retinoides do ciclo visual e niveis oculares de
lipofuscina.”® E sugerido que a administracdo de A1120 nZo induz alteracdes na
cinética de adaptacdo ao escuro, visto que neste estudo ndo se observaram
alteracGes estatisticamente significativas na cinética da recuperacdo da onde b
(componente do electroretinograma mais comummente usado na andlise clinica e
experimental da fungéo da retina humana) depois de photobleaching em ratos tratados
com A1120.*®



Assim, o facto de a administracdo de A1120 ter inibido com sucesso a acumulagéo de
A2E e outros bisretinoides, levando a diminuicédo de lipofuscinogénese, sem supressao
apreciavel da recuperacao funcional dos bastonetes apos exposicao a luz (e sem os
respectivos efeitos laterais: nictalopia e adaptacdo lentificada ao escuro) faz deste
composto um promissor candidato & terapia da doenca de Stargardt.*

- Vitamina A deuterada

Outro tipo de tratamento passa por administrar uma forma deuterada de vitamina A,
que diminui a taxa de dimerizacdo do all-trans-retinal, a formacao de A2E e a génese
de lipofuscina.® ALK-001 é um exemplo deste tipo de molécula, sendo uma forma
modificada da vitamina A em que trés hidrogénios foram substituidos por a&tomos de
deutério (hidrogénio pesado). Esta substituicdo faz com que ALK-001 consiga prevenir
a dimerizacdo da vitamina A (que se pensa que leva a degeneracdo da retina) em até
cinco vezes, dentro de 4 semanas com dosagem diaria.** *°

Esta molécula € unica no sentido em que funciona como um substituto da vitamina A,
mitigando a formacdo de bisretinoides sem privar os fotorreceptores retinianos da
necessaria vitamina A,® ndo sendo assim considerado um composto modulador do
ciclo visual.

Em estudos pré-clinicos,”™ °* ALK-001 reduziu as alteracdes caracteristicamente
associadas a degeneragéo retiniana, tais como acumulagéo de lipofuscina, diminui¢cao
de amplitudes na electrorretinografia, adaptagéo lentificada ao escuro e patologia do
EPR.

H& um ensaio clinico em fase 2 (Tolerability and Effects of ALK-001 on Stargardt
Disease, TEASE) iniciado em 2015, que avalia a performance desta nova molécula,
nomeadamente quanto & sua seguranca a longo prazo e tolerabilidade. O estudo é
duplo-cego, multicéntrico, contando com pacientes com doenca de Stargardt entre 0s
12 e o0s 60 anos. Destes, foram seleccionados aleatoriamente 30 doentes para tomar
ALK-001 e 20 para receber placebo diariamente durante um ano. Depois de um ano
de tratamento, metade dos participantes que estdo a receber placebo séo
aleatoriamente transferidos para o grupo que recebe ALK-001 durante os 12 meses
seguintes, enquanto os restantes 10 continuam apenas com placebo. Os pacientes
inicialmente tratados com ALK-001 continuam com este tratamento durante os 12
meses seguintes. O estudo esta ainda a ser finalizado, mas néo foram ainda descritos
quaisquer relatos de efeitos laterais tais como nictalopia ou adaptacao lentificada ao
escuro.’

Espera-se que o perfil de segurancga seja semelhante ao da vitamina A ndo deuterada,



portanto o ALK-001 podera ser administrado com seguranca a idosos e criangas, com
o objectivo de atenuar a formagéo de bisretinoides o mais precocemente possivel e
até prevenir a degeneracao retiniana e perda de visdo na doenca de Stargardt.®

- Inibidores directos do ciclo visual (moduladores)

A reducdo da biossintese de cromdforo visual, 11-cis-retinal, pode ser um método
eficaz para preservar a integridade da retina, na medida em que a acumulagéo
excessiva de produtos toxicos retinoides coloca um enorme stress nos tecidos
retinianos. Tém vindo a ser desenvolvidos compostos que tém como alvo proteinas

alvo do ciclo visual, e portanto sdo chamados de moduladores do ciclo visual.®

Emixustat

O primeiro exemplo de modulador do ciclo visual é o emixustat hidroclorido (ACU-
4429), uma molécula desenhada para inibir o ciclo visual e reduzir a acumulagéo de
componentes  toxicos baseados em vitamina A, como os AZE.
O emixustat exerce um bloqueio dose dependente e reversivel da isomerase do ciclo
visual (RPE65). Esta enzima RPE65 é responsavel pela mobilizagdo das pools de
armazenamento de vitamina A (ésteres de all-trans-retinil), a partir dos quais produz o
precursor do croméforo visual, 11-cis-retinol (através de uma reacc¢do de hidrédlise e
isomerizac&o).®

A oxidacdo de 11-cis-retinol origina 11-cis-retinal, que é transferido do RPE para os
segmentos exteriores dos cones e bastonetes, onde se combina com as opsinas
apropriadas para originar pigmentos visuais sensiveis a luz. A activagdo por luz destes
pigmentos liberta apo-opsina e all-trans-retinal. Em condicdes fisiolégicas normais, all-
trans-retinal é reduzido a all-trans-retinol e este composto é reciclado de volta ao EPR.
No entanto, certas condicGes (defeitos genéticos, exposicdo intensa a luz) levam a
acumulacéo transitéria de all-trans-retinal nos fotorreceptores e a retina torna-se torna-
se extremamente susceptivel ao dano oxidativo.®

Pelas suas propriedades téxicas,”® pensa-se que o all-trans-retinal tem um papel
importante no dano da retina causado pela luz. Estudos que mostraram que a
deplecdo do 11-cis-retinal (por meios farmacolégicos ou genéticos) esta associada a
proteccdo da retina contra dano mediado pela luz s&o consistentes com esta
hipétese.> >

De facto, foi demonstrado que o emixustat inibiu de forma potente a isomerase RPE65

in vitro e reduziu a producéo de 11-cis-retinal em ratos apds uma Gnica dose oral,®



estando associado a eficaz prevencdo da morte de fotorreceptores causada por
exposicao a luz intensa verificada neste estudo.

Em modelos de rato Abca4-/- (modelo animal para lipofuscina excessiva e acumulagéo
de A2E), o tratamento durante 3 meses com emixustat reduziu marcadamente 0s
niveis de lipofuscina (verificado por auto-fluorescéncia) e os niveis de A2E em 60%.®
Para além deste método de accao, o emixustat distingue-se por ser um composto nao
retinoide (e portanto, ndo pode ser metabolizado em compostos retinoides e
aparentemente nao tem ac¢do em receptores de 4cidos retinoicos) e por demonstrar
uma afinidade bastante selectiva para a isomerase RPE65.2

Além disso, tem biodisponibilidade oral e ndo foram detectados nenhuns efeitos
adversos sistémicos,*® para além das esperados efeitos laterais oculares (supresséo
da sensibilidade dos bastonentes e adaptacdo lentificada ao escuro; efeitos laterais
gue derivam da reducdo do croméforo visual), que foram dose-dependente e
reversiveis geralmente passados 14 dias.®

Ja um estudo anterior °’

(com doentes saudaveis dos 55 aos 80 anos sujeitos
aleatoriamente a doses progressivas de emixustat ou placebo) tinha mostrado o efeito
dependente de dose do emixustat no ciclo visual e a sua capacidade de intervir na
génese de A2E.

O tempo de semi-vida da molécula rondou as 4 e as 6 horas; mas o efeito registado
em electroretinografia foi mais duradoura, dai que se sugira a posologia de uma dose
diaria deste farmaco, a ser administrado.®’

E referido ainda que as alteracbes & adaptacdo ao escuro encontradas (aquando
administracdo de altas doses) eram esperadas, dado o mecanismo de accdo desta
molécula. No entanto, alguma discromatopsia foi também encontrada, quando os
doentes foram sujeitos a altas doses do farmaco. Este fenébmeno, segundo os autores,
pode indicar a presenca de alguns "efeitos colaterais" nos cones, visto que neste
estudo a ac¢éo do emixustat foi limitado aos bastonetes (em electrorretinografias).®’
Estes achados encorajam a investigacdo desta molécula como promissora candidata a
prevencdo de stress dos fotorreceptores e preservagado da retina, especialmente em

doentes com doenca de Stargardt.

Fomepizole

O fomepizole (4-metilpirazole) € um antidoto intravenoso para intoxicacdes por
metanol e etileno glicol, capaz de inibir varias desidrogenases alcodlicas *® e de inibir o
ciclo visual em roedores.>® ®°

Esta inibicdo do ciclo visual ocorre pela inibicdo da RDH5, desidrogenase responséavel

pela oxidac&do do 11-cis-retinol para 11-cis-retinal no RPE,** sem afectar a reducdo do



all-trans-retinal para all-trans-retinol no segmentos externos dos bastonetes (pela qual
a enzima RDH8 é responsavel).

Foi desenvolvido um estudo em que 9 voluntérios se submeteram a doses semanais
de fomepizole ou placebo durante 6 semanas.® Os resultados foram desapontantes, e
o fomepizole ndo parece ser um inibidor do ciclo visual suficientemente potente para
ser considerado para tratamento clinico da doenca de Stargardt. No entanto, estas
conclusbes baseiam-se apenas no facto de ndo ter sido encontrada a esperada
resposta de atraso de adaptacdo ao escuro, tal como se verificou com outros

.2 E de considerar a hipétese de escalar a dose de fomepizole

inibidores do ciclo visua
neste estudo, mas segundo os autores, alguns dos voluntarios ja estariam a
experienciar possiveis efeitos laterais da medicagéo, ainda que moderados (enjoos e
sabor metalico na boca).®?

Apesar destes resultados desencorajadores, sdo necessarios mais estudos para
explorar as possibilidades deste composto e avaliar mais outcomes , tal como um
estudo de efichcia com o objectivo de medir os niveis de produgdo de A2E em

modelos animais da doenga de Stargardt apds administragéo de fomepizole.

- Remocéo de lipofuscina

Varios estudos descreveram moléculas que interferem com o mecanismo de formagéo
de lipofuscina, sendo estes componentes validos candidatos a investigacdo para
tratamento e cura da Doenga de Stardgardt.

No entanto, até agora ha apenas uma molécula descrita capaz de remover
eficientemente a lipofuscina existente: a Remofuscina®, um composto pertencente a
classe dos tetrahidropirido-éteres.

Esta eficacia de remocao da lipofuscina das células do RPE ja havia sido demonstrado
num estudo em macacos apés um ano de tratamento oral (24mg/kg/dia),*® mas
recentes estudos pré-clinicos ja demonstraram a eficacia da Remofuscina em modelos
de rato. Em ratos knockout ABCA4 -/- , verificou-se duas vezes mais reducdo de
granulos de lipofuscina apés injeccdo intravitreal de Remofuscina, medido por
microscopia de transmisséo de electrdes (TEM).** Nos ratos duplo-knockout ABCA4-/-
e RDH -/- , o tratamento com Remofuscina associou-se com um aumento da
sobrevivéncia de fotorreceptores, apds quatro semanas de uma injec¢ao intravitreal
Gnica.®

Assim, verificou-se que esta molécula € capaz de remover lipofuscina do EPR sem



induzir sinais de toxicidade (pelo menos, medida por ERG), conseguindo também
resgatar células fotorreceptoras em ratos modelo de doenca de Stargardt. Além disso,
detectou-se que a acumulacdo da Remofuscina da-se apenas e especificamente nos
pigmentos do EPR,* tratando-se assim de um farmaco promissor para o tratamento
da doenga de Stargardt.

Terapia génica

A natureza monogénica de varias doencas oftalmolégicas degenerativas, nas quais se
inclui STGD1, torna-as candidatas ao tratamento com terapia génica. O objectivo
deste tipo de tratamento para os pacientes com doenga de Stargardt € a introdugéo de
um gene ABCA4 funcional na retina que resulte em niveis sustentados e normais da
proteina transportadora nos fotorreceptores, prevenindo assim a progressdo da
doenca.

A terapia génica tem como alvo fotorreceptores viaveis, de modo a prevenir ou atrasar
a degeneracdo retiniana.

Tém sido investigadas véarias opgbes de vectores, nomeadamente novos tipos de
vectores AAV, vectores lentivirus e vias ndo virais como nhanoparticulas DNA
compactadas, DNA "naked" e |lipossomas que encapsulam DNA.
As vias de administracdo passam pela injeccao intravitrea, na qual ha entrega do
vector para a cavidade vitrea, na proximidade das células ganglionares da retina; ou
pela injeccdo subretiniana, em que o vector € entregue entre a camada fotorreceptora
e 0 EPR. Quanto a esta Ultima via de administracao, ensaios clinicos tém demonstrado
que a injeccdo subretiniana pode danificar a retina, especialmente os cones da
macula, e que obter distribuicdo de expressao génica suficiente para haver melhorias
clinicas consegue ser desafiante.®® No entanto, este modo de administracéo continua
a ser utilizado e investigado, estando inclusive incluido nos ensaio clinicos com

vectores de lentivirus.®®

- Transferéncia génica mediada por AAV e vectores duplos AAV

Entre todos os vectores disponiveis para terapia génica de doencas hereditarias da
retina, aqueles baseados em virus adeno-associados (AAV) sdo 0s mais promissores,
dada a sua eficacia demonstrada em varios modelos animais e o0 seu excelente perfil

de seguranca em humanos.®’



Além disso, o AAV ¢é particularmente adequado para a terapia génica, por ser nao-
patogénico, ndo imunogénico e epissomal.

Tem havido sucesso na administracdo intra ocular de genes com a utilizacdo de
vectores AAV, nomeadamente em estudos com outros genes alvo de outras doencas
oftalmolégicas, como a Amaurose Congénita de Leber.?® %

Apesar da terapia por substituicdo génica ser uma estratégia logica para o tratamento
da doenca de Stargardt, uma grande limitacdo passa pelo tamanho do cDNA ABCA4
(6.8kb).” Este tamanho é demasiado grande para os vectores AAV (adeno-associated
virus)  cuja  capacidade  méaxima é  aproximadamente 4.7  kb.%®°
Assim, e apesar das existentes limitagbes, tém sido desenvolvidas tentativas de
administracdo do gene ABCA4 através de vectores AAV, nomeadamente usando um
vector AAV modificado do serétipo 5.%7

Os autores demonstraram gue vectores de AAV5 incorporaram até 8.9 kb de genoma
mais eficazmente do que outros 6 serotipos testados. A administragdo destes vectores
codificando ABCA4 resultou na subsequente localizagcdo da proteina transportadora
nos segmentos exteriores dos bastonetes, e também uma melhoria morfologica e
funcional na retina de ratos Abca4 -/-.%

No entanto, este estudo foi algo controverso e o0s seus resultados ndo foram
replicados, ndo se tendo conseguindo voltar a atingir a melhoria fenotipica observada
neste estudo.

Houve estudos subsequentes, por grupos independentes, que concluiram que o
estudo original teria na verdade administrado vectores AAV em que nao havia

expressdo do ABCA4 intacto.”

Varios esforcos tém sido realizados para contornar estes obstaculos e tirar partido das
caracteristicas dos vectores AAV para administrar genes, e assim foram desenvolvidos
vectores duplos AAV (dual AAV vectors).”

Esta abordagem consiste no uso de dois vectores AAV separados, cada um
transportando a informacao de metade de um gene. ApoOs co-infec¢do da célula alvo
por parte de ambos 0s vectores, as duas metades acabam por ser reconstituidas pela
capacidade de concatemerizacdo dos genomas de AAV."

Foi testada a capacidade destes vectores administrarem o gene ABCA4 e
demonstrou-se que a entrega foi eficaz em fotorreceptores de ratos e porcos. O facto
de, apds administracdo do vector, se verificarem alteracdes fenotipicas benéficas em
ratos Abca4-/- (reduzindo acumulacédo de lipofuscina) indica o potencial deste tipo de

administracdo para a terapia génica na doenca de Stargardt.”



- Vector Lentivirus

Lentivirus sdo membros da familia dos retrovirus, capazes de infectar células que se
dividem e que néo se estdo a dividir, que tém a vantagem de uma maior capacidade
de informag&o gendmica (8 a 10 kb) quando comparados com os vectores AAV."

Em modelos animais, demonstrou-se que a administracdo sub-retiniana destes
vectores contendo o gene ABCA4 reduziu a acumulacdo de A2E.”* Também a
toxicidade das células RPE e consequente degeneracgdo retiniana foram diminuidas,
levando a uma melhoria morfolégica e funcional da retina apds este tratamento em

ratos Abca4-/-."*

Com base nestes achados, iniciou-se o primeiro ensaio clinico (ClinicalTrials.gov
NCT01367444) baseado em terapia génica para o tratamento da doenca de Stargardt.
Recorreu-se ao uso de um farmaco baseado em lentivirus que transporta o gene
ABCA4, sendo estes esforcos o resultado de uma colaboragdo entre o Casey Eye
Institute, Oregon Health and Science University e o National Eye Hospital of Quinze-

Vingts (em Paris).%®

Este ensaio clinico conta com a injec¢do sub-retiniana directa, com dose Unica, de
SAR422459 (previamente conhecido como StarGen™ , usando a tecnologia Oxford
BioMedica’s LentiVector®) e encontra-se em fase Il , tendo como objectivo avaliar a
seguranca e tolerancia deste farmaco, e como objectivo secundario avaliar a
actividade biolégica. O estudo conta com pacientes com doenca de Stargardt durante
um periodo de 52 semanas de seguimento por cada doente. No final do periodo do
estudo, os pacientes sdo convidados a integrar um estudo de seguranga open-label e
em visitas follow-up (incluindo exames oftalmolégicos e registo de efeitos adversos)
durante até 15 anos. Até a data, ndo foram detectados quaisquer efeitos adversos

sérios.%®

Um inconveniente da administracdo de genes utilizando lentivirus é a integracéo
bastante diversa destes no genoma. Para além desta pequena aleatoriedade, o facto
de os vectores de lentivirus integrarem o genoma das células apresenta a

possibilidade de mutagénese.

De modo a contornar estes problemas, estdo a ser investigadas a utilizacdo de
vectores de lentivirus ndo-integrantes’ e também terapias de "gene editing” em vez da

classica terapia génica actual.”



- Métodos de transferéncia génica nao-viral

Recentemente, tém sido utilizadas nanoparticulas compactadas de DNA
(nanoparticulas CK30PEG) para administracdo ocular de genes.”” Estas
nanoparticulas tém a capacidade de compactar DNA (com tamanho até 20kb) em
particulas de 8 nanémetros de didmetro,” e n&o sdo téxicas para o olho, mesmo apos
injeccbes repetidas, podendo levar a expressdo génica em niveis comparaveis a
administracdo com vectores AAV.”’

Para tirar partido desta tecnologia para o tratamento da doenca de Stargardt, foram
construidos vectores plasmideos contendo o cDNA do gene ABCA4 e posteriormente,
compactou-se em nanoparticulas. Apés administragdo subretiniana em ratos Abca4-/-
com estas nanoparticulas, verificou-se expresséo transgénica persistente durante 8
meses pos-injeccdo.”’

De facto, observou-se também uma significante correc¢do funcional e estrutural dos
fenétipos nos ratos tratados. *’

Um estudo comparativo foi realizado, comparando a utilizacdo de vectores AAV com a
utilizacdo de nanoparticulas.”” Nesse estudo, demonstrou-se que as nanoparticulas,
para além de ter niveis de inducdo de expressdo comparaveis as do AAV, ndo
abandonam a estrutura ocular apos injeccdo subretiniana.”’

Assim, tudo sugere que estas nanoparticulas possam ser a solucéo para tratar varias
doengas, particularmente  aquelas  associadas com  grandes  genes.
No entanto, sdo ainda necessarios estudos para maximizar a distribuicdo de
expressao génica apO0s administracdo das nanoparticulas, tal como também é
necessario investigar potenciais respostas imunes sistémicas as injeccfes
subretinianas, embora actualmente tudo indica que a toxicidade sistémica destas

nanoparticulas seja minima.®

- "Gene editing"

O advento das técnicas de "gene editing" tornou possivel a alteragdo dos genomas
das células, permitindo a correccdo de mutacdes genéticas em pacientes com
doencas monogénicas. Esta abordagem utiliza nucleases e dominios de ligacdo ao
DNA, tendo como alvo regifes especificas de DNA. Vérias estratégias sdo possiveis,
utilizando nucleases zinc-finger (ZFNs), transcription activator-like effector nucleases
(TALENSs) (ambas usando endonucleases para clivar o DNA) e tecnologia CRISPR,
em que se utiliza um dominio de RNA e uma endonuclease Cas9.”

"Gene editing" oferece varias vantagens em relacdo a classica terapia génica, pois o



gene corrigido é inserido no locus do gene enddgeno, permitindo controlo endégeno
da transcricdo também. Além disso, esta técnica causa modificagdo permanente do
genoma, levando & expressdo estavel da proteina alvo desejada.’
A tecnologia "gene editing" ja foi utilizada com seguranca no olho em modelos de rato
e estd a ser desenvolvido um ensaio clinico para "gene editing" do gene CEP290,
envolvido na Amaurose Congénita de Leber (tipo 10),” e pode vir a ser utilizada na
investigacao e tratamento da doenca de Stargardt, futuramente.

Além do seu papel in vivo, "gene editing" estd intimamente ligado a utilizacdo de
células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs) na medicina personalizada. Esta
interag@o permite gerar “"controlos” de modelos de doencgas e até reparagdo ex vivo de
mutagdes génicas - na medicina regenerativa, isto possibilita a criacdo de transplantes
autologos livres de doencga, a partir de iPSCs derivadas do paciente. "Gene editing”
tem assim um papel importante no estudo de doengas oftalmoldgicas e

desenvolvimento de novas terapias.’®

- Consideracdes cirurgicas sobre administracdo de vectores

As actuais técnicas existentes de administracdo de vectores virais sdo a via intravitrea
e subretiniana. Actualmente, ainda néo foi possivel utilizar vectores pela via intravitrea
e obter com sucesso uma transducao celular fotorreceptora, em nenhum ensaio clinico
para doencas hereditarias da retina.

Com a via subretiniana, os investigadores levantam a questdo do trauma mecéanico
induzido pelo descolamento foveal apds injeccdo, e quais as consequéncias para 0s
fotorreceptores. De facto, foi relatado num ensaio clinico fase /Il de Amaurose
Congénita de Leber (neste caso, LCA 2, associada a mutacdo RPE65) que, apos
injeccbes subfoveais, alguns pacientes perderam alguma acuidade visual e ocorreu
até diminuicdo da retina, potencialmente devido ao trauma por descolamento foveal. *
As zonas especificas da retina a serem tratadas, tal como a dosagem de vector viral
utilizado e o modo de administracédo, tém um papel importante na restauracdo a longo

prazo da funcao.



Terapia celular

A retina € um local bastante propicio para a utilizacdo de terapias baseadas em
células, por varias razoes.

Primeiro, porque as células transplantadas podem ser visualizadas directamente
usando Vvarias técnicas, avaliando a estrutura e fungdo sem necessidade de biopsia.
Segundo, o facto do espaco sub-retiniano num olho saudavel ser um "santuario
imunoldgico”, com respostas imunes celulares e humorais bastante diminuidas, %

o que pode limitar a rejeicao de células transplantadas, desde que a barreira hemato-
retiniana se mantenha intacta.®

Além disso, 0 tamanho e a arquitectura da retina permite que apenas um pequeno
namero de células seja transplantado para uma localizacio especifica. E de realgar
gue o efeito terapéutico destas intervencdes consegue ser medido através de varias
modalidades nao invasivas, como acuidade visual, teste de campos Vvisuais,
microperimetria, visdo colorida, sensibilidade ao contraste, adaptagdo ao escuro e

imagiologia autofluorescente.

- Transplante de células hESC-RPE

Uma vantagem adicional da retina comparativamente a outras localiza¢cdes nervosas €
a presenca de uma camada ndo-sinaptica na sua estrutura, nomeadamente o RPE,
tornando esta camada um alvo menos desafiante para estudos iniciais de seguranca e
eficacia.®

O epitélio pigmentar da retina consiste numa mono-camada de células epiteliais,
polarizadas, ndo sinipticas, dispostas hexagonalmente e aderentes a membrana de
Bruch.®* A sua funcdo passa por absorver luz dispersada, transporte dos nutrientes
para os fotorreceptores (a partir dos coriocapilares), bem como eliminacdo de
metabolitos da retina para os coriocapilares. Serve ainda de tampé&o iénico, é capaz de
realizar fagocitose dos segmentos exteriores dos fotorreceptores, secreta factores de
crescimento e citocinas e é responsavel ainda pela regeneracdo do 11-cis-retinal. ®
Na doenca de Stargardt, a disfuncédo nos fotorreceptores (consequente da mutacéo
ABCA4) é seguida de morte celular dos préprios fotorreceptores e do EPR.
Assim, substituicdo do RPE foi proposta como mais uma abordagem terapéutica. Ha
evidéncia de que a implantacdo de células do RPE consegue preservar
fotorreceptores e prevenir o agravamento da visao, testado em modelos pré-clinicos
de doencas oftalmoldgicas (degeneracdo macular, sindrome papilo-renal / sindrome

renal coloboma, retinite pigmentosa).®®’



Para obter estas células de EPR, podemos recorrer a diferentes tipos de técnicas e
linhagens celulares, nomeadamente células estaminais embridnicas humanas (hESC).
Linhagens de hESC, pluripotentes, podem ser obtidas a partir de uma so célula a partir
de embrides criados por fertilizacdo in vitro, sem sacrificar o embrifio.®®
Estas células EPR derivadas de hESC foram utilizadas pela primeira vez com
sucesso, em transplantes derivados de células estaminais para doencas retinianas,
num estudo publicado na Lancet. *°

Na verdade, trata-se de dois ensaios open-label em fase I/l em pacientes com doenca
de Stargardt e AMD seca, com 0 objectivo de testar a seguranca e tolerancia do
transplante de células hESC-ERP e, secundariamente, a eficdcia destas células
transplantadas.®® 9 pacientes foram admitidos para o ensaio clinico da doenca de AMD
e 9 pacientes (5 mulheres, 4 homens; idade média de 50 anos, desde os 20 aos 71
anos) no ensaio da doenca de Stargardt. A localizagdo exacta do transplante foi
cuidadosamente escolhida a discricdo do investigador, de modo a atingir areas com
EPR comprometido, mas ainda viavel, e com fotorreceptores (confirmado por OCT e
autofluorescéncia).®® Foram seleccionadas 3 coortes para cada doenca, sendo que
cada uma destas coortes englobava 3 pacientes com doenca de Stargardt (e outros 3
com AMD): a coorte 1 recebeu 50,000 células, a coorte 2 recebeu 100,000 células e a
coorte 3 recebeu 150,000 células.

Recorreu-se ainda a imunossupressao sistémica uma semana antes do procedimento
cirtrgico e continuou-se 3 meses apos cirurgia. O periodo médio de follow-up foi de 22
meses.®

Quanto ao objectivo primario de seguranca, verificou-se que nenhum dos olhos
observados demonstrou qualquer sinal de rejeicdo aguda de transplante (infiltracdo
linfocitica, uveite, edema macular cistoide...). Nao se verificou sinais de
hiperproliferacédo, formacdo de teratoma ou aparente desdiferenciacdo celular.®
Os efeitos secundarios, por outro lado, limitaram-se ao procedimento cirargico e a
extensa imunossupressao sistémica. Houve um caso unico de endoftalmite aguda pés
operatoria num doente com Stargardt, resolvido com antibioterapia. Outro paciente
desenvolveu inflamacdo do vitreo, resolvendo espontaneamente e sem sequelas.
Efeitos laterais mais graves, provavelmente devido a imunossupressdo, foram
infecgBes urindrias (num paciente), sintomas gastrointestinais (em varios) e dois
doentes que desenvolveram carcinomas da pele, n&do-melanomas.®
Quanto aos outcomes visuais, observaram-se potenciais indicadores de melhoria
funcional em alguns doentes: aos 12 meses de follow-up, 3 doentes com Stargardt
melhoraram na acuidade visual por pelo menos 15 letras, 3 permaneceram estaveis e

1 doente piorou na acuidade por mais de 10 letras.



Tentou-se também correlacionar a melhoria de funcdo com alterac¢des estruturais: 72%
dos doentes desenvolveram um aumento de pigmentacdo subretiniana na periferia das
zonas atroficas. Algumas destas areas corresponderam a reconstituicdo ou aumento
da espessura da camada de EPR no OCT, possivelmente sugestivo de um enxerto
celular com sucesso.*

No entanto, ndo podemos atribuir directamente estas alteragdes anatémicas ao efeito
das células transplantadas, sem termos resultados de técnicas de imagem com maior
resolucdo, microperimetria ou qualquer marcagdo especifica das células
transplantadas, sendo esta uma das limitacbes deste estudo.
Ainda assim, os resultados de seguranca e até melhoria da acuidade visual neste tipo
de transplante parecem promissores, e futuros estudos clinicos podem passar por
microperimetrias juntamente com OCT e autofluorescéncia para obtermos uma relagéo

estrutura-funcdo mais rigorosa.®®

Futuramente, a reducdo das doses de imunossupressdo podem também ser alvo de
estudo, sendo fulcral também recorrer a grupos controlo com ‘falsas-cirurgias' para
controlar o efeito placebo e o viés de examinador nos outcomes subjectivos da
acuidade visual, por exemplo. Apesar destas lacunas, este primeiro transplante de
tecido retiniano derivado de células estaminais humanas realizado com seguranga
abriu as portas ao estudo de eventuais tratamentos promissores na medicina

regenerativa oftalmolégica.

- Transplante monocamada EPR com membrana de Bruch artificial

Alternativamente ao transplante de células hESC-EPR, temos a opcao de transferir
uma monocamada de EPR cultivado numa membrana de Bruch artificial, em substrato
de poliéster, de modo a determinar a necessidade (ou nao) de amplificacdo biolégica
da membrana de Bruch aquando transplante de EPR.%

Esta abordagem esta a ser testada num ensaio clinico a decorrer (ClinicalTrials.gov:
NCT01691261) em 10 pacientes com AMD exsudativa e com perda de visdo
rapidamente progressiva, com o0 objectivo de avaliar a incidéncia e severidade dos
efeitos adversos e também a melhoria da acuidade visual. Para ja, nenhuma
intervencdo ou ensaio clinico esta a ser realizado para pacientes com doenca de
Stargardt.

Esta abordagem pode ter algumas vantagens, como uma maior garantia da polaridade

das células e administracdo de EPR mais maturas; no entanto, o procedimento



cirdrgico pode ser mais desafiante pela necessidade de uma maior retinotomia, e ha

ainda as questdes de seguranca sobre o material sintético usado.”

-iPSC

IPSC séo células estaminais pluripotentes induzidas; sdo semelhantes a células
estaminais embriondrias, mas resultam da desdiferenciacdo de células adultas
somaticas (totalmente diferenciadas). Este processo permite a regressdo novamente
ao estado de célula estaminal e depois diferencia-las nas linhagens celulares
pretendidas.®*

Teoricamente, este processo traz a vantagem ética de nao ser necessario um dador
humano de células estaminais embrionarias.

No entanto, este processo de transformacdo ndo € isento de riscos, visto que a
biologia deste processo ndo é totalmente compreendida e que os factores de
transcricdo usados podem induzir caracteristicas malignas nas células.®
Ainda ndo ha registo de ensaios clinicos com sucesso nesta area, para doenca de

Stargardt ou outras, embora haja potencial terapéutico nesta abordagem.

- Transplante de fotorreceptores

Na doenga de Stargardt, o defeito genético envolve uma disfuncdo da célula
fotorreceptora, pelo que seria l6gico o estudo de uma possivel substituicdo deste tipo
de células como uma abordagem terapéutica. O conceito de transplante de células
fotorreceptoras pode ser intimidante, mas as barreiras biolégicas que s&o necessarias
ultrapassar séo bastante menores quando comparamos com o transplante de qualquer
outro tipo de neurdnio. Isto porque, de facto, o fotorreceptor faz apenas uma conexao
sinjptica: 0 seu posicionamento na retina coloca-o em conexdo com a célula
horizontal ou bipolar apropriada que normalmente receberia e transmitiria 0 seu
estimulo; logo, ndo ha necessidade de grandes caminhos axonais a serem percorridos
para fazer a conexo sinaptica correcta.”

Ja ha alguns estudos a examinar esta abordagem terapéutica, nomeadamente em
ratos rd , que servem de modelo de degeneracao retiniana semelhante a doenca de

Retinite Pigmentosa humana.®®



Inclusive, ja foi testado o transplante de fotorreceptores para regenerar funcionalmente
a retina de ratos modelo de Retinite Pigmentosa, que estava previamente sem camada
nuclear externa pré-existente.**

No entanto, até a data, ainda ndo se conclui nenhum transplante de fotorreceptores
em humanos e nenhum estudo esté a ser realizado no a&mbito da doencga de Stargardt,

pelo que pode ser mais uma avenida terapéutica a ser explorada num futuro préximo.

Conclusao

A doencga de Stargardt € uma distrofia macular com repercussfes desde muito cedo
na vida do paciente, levando principalmente a perda de acuidade visual central, mas
também escotomas centrais, lentificacdo da adaptacdo ao escuro e até
discromatopsia. As mutagdes no gene ABCA4 traduzem-se numa ineficaz remocéo de
residuos do ciclo visual, nomeadamente N-retinilideno-PE, levando a acumulacdo de
lipofuscina principalmente no epitélio pigmentar da retina, com consequente
degeneracdo deste epitélio e morte celular dos fotorreceptores, especialmente na
méacula.

Na fundoscopia de um paciente com STDG1, é possivel detectar manchas amareladas
correspondentes a aglomerados de lipofuscina, observando-se alteragdes pigmentares
na macula e peri-maculares. Com a progressao da doenca, observa-se o caracteristico
padrdao em "olho-de-boi". Recorrendo a técnica de autofluorescéncia de fundo, esta
acumulacédo de lipofuscina e mesmo zonas de atrofia conseguem ser detectadas, por
vezes antes de serem evidentes na oftalmoscopia. A perda de arquitectura celular
normal consegue ser melhor visualizada recorrendo a técnicas de tomografia de
coeréncia optica. Podemos ainda medir as respostas eléctricas dos cones e dos

bastonetes a luz, através da electrorretinografia.

Ainda ndo ha nenhum tratamento especifico para a doenca de Stargardt, mas
inomeros avancos tém sido feitos no estudo de abordagens terapéuticas

farmacoldgicas, genéticas e celulares.

A restricdo a exposi¢ao de luz diminui o dano causado pelos compostos bis-retinoides
acumulados, dai ser aconselhado o uso de 6culos escuros para este efeito. Foi
também demonstrado que altas doses suplementares de vitamina A podem levar a
uma maior acumulacdo de lipofuscina e perda de visdo, recomendando-se assim
evitar suplementos de vitamina A. Com o mesmo proposito de diminuicdo de

guantidades de vitamina A ocular, desenvolveram-se também inibidores como o



fenretinide e A1120. A utilizacdo de vitamina A deuterada, como ALK-001, leva a
mitigacd@o da formacéo de lipofuscina - esta em curso um ensaio clinico em fase Il para
estudar a tolerabilidade deste composto promissor, ainda sem quaisquer efeitos
laterais major relatados.

7

Outra abordagem terapéutica é a modulacdo do ciclo visual através do bloqueio
selectivo de certas enzimas envolvidas no processo, com compostos como emixustat
(com resultados promissores) e fomepizole (com resultados iniciais pouco robustos,

sendo necessaria mais investigagao).

A remocéo de lipofuscina é também um alvo terapéutico I6gico e actualmente a ser

estudado, com utilizagdo de compostos promissores como a Remofuscina.

A terapéutica genética tem como objectivo a transferéncia de genes ABCA4 funcionais
para as células da retina do paciente, e conta com a utilizagdo de vectores duplos de
virus adeno-associados e vectores lentivirus. Estd em curso um ensaio clinico em fase
Il que conta com a injeccdo sub-retiniana directa, com dose Unica, de SAR422459
(previamente conhecido como StarGen), utilizando a tecnologia de vectores lentivirus,
com resultados iniciais promissores e sem evidéncia de efeitos laterais major. A
utiizacdo de vectores ndo-virais como nanoparticulas de DNA estdo em
desenvolvimento, podendo trazer vantagens em relagdo aos outros tipos de vectores.
Apesar de ainda ndo aplicado a pacientes com doenca de Stargardt, a edicdo de
genes (gene editing) tem um papel cada vez mais importante na medicina regenerativa
e personalizada, com aplicagbes importantes na utilizacdo combinada com células

estaminais pluripotentes induzidas.

A terapia com células estaminais tem como objectivo regenerar o epitélio pigmentar da
retina dos pacientes, apostando-se no transplante de células do EPR derivadas de
células estaminais embriénicas humanas (hESC-EPR). Estd em curso um ensaio
clinico de fase l/ll para transplante subretiniano de células hESC-EPR, com resultados
promissores e melhoria da visdo em alguns dos pacientes. Os efeitos laterais
verificados sdo largamente atribuiveis a imunosupressao e ao procedimento cirlrgico,
havendo necessidade de um aperfeicoamento destes factores, de ensaios
randomizados numa escala maior e de uma melhor correlacdo entre a melhoria de
funcdo verificada e as alteracbes estruturais da retina pds-terapia.
Apesar de ainda ndo aplicadas a doenca de Stargardt, o transplante de uma
monocamada de EPR com membrana de Bruch artificial, o transplante de células

estaminais pluripotentes induzidas e o transplante de fotorreceptores sdo também



possiveis abordagens, com necessidade de serem investigadas.
O desenvolvimento destas perspectivas terapéuticas e aperfeicoamento das
abordagens farmacolégicas, genéticas e celulares podem finalmente tornar real o
cenario de cura da doenca de Stargardt e trazer uma maior qualidade de vida aos
milhares de criangas e jovens adultos diagnosticados todos 0s anos com esta
patologia intratavel.
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Anexo - Normas da Revista da Sociedade Portuguesa de Oftalmologia
(SPO)

Informacéo geral

A revista da Sociedade Portuguesa de Oftalmologia é uma revista em open access
que publica de forma prioritéria artigos de investigacao bésica e clinica, como artigos
de revisao, artigos originais, casos clinicos, relacionados com Oftalmologia nas suas
diferentes especialidades, bem como temas de areas de conhecimento fronteira com
interesse para a pratica médico-cirdrgica e processo clinico na perspectiva da
governacao clinica em Oftalmologia.

O rigor e a exatiddo dos conteldos, assim como as opinides expressas sao da
exclusiva responsabilidade dos Autores.

Processo editorial

1. CondicGes gerais — Os artigos devem ser preferencialmente redigidos em Portugués
ou Inglés, sendo desejavel que progressivamente sejam em Ing. Sera dada sempre
preferéncia de publicagdo aos artigos submetidos simultaneamente em Portugués e
Inglés. Poderéo ser publicados artigos numa outra lingua (espanhol ou francés), sendo
que estes tem de ser obrigatoriamente submetidos também em Inglés.

Os manuscritos depois de rececionados sdo encaminhados para o editor da revista,
que fara uma primeira avaliagdo editorial com o fim de comprovar a sua adequacao
(no ambito temético e de interesse para a revista) e o cumprimento dos requisitos de
apresentacdo formal exigidos nas normas de publicacdo. Desta apreciacdo resulta a
aceitacdo para revisao por pares ou a sua devolugao ao autor para corre¢do e nova
submisséao.

Os manuscritos devem ser submetidos em ficheiros de texto em formato Word (.DOC
ou .DOCX), com texto seguido e sempre com 0 mesmo tipo de letra. Os textos devem
ser formatados em letra “Arial”, tamanho 11 com espacamento de 1,5 linhas. Os titulos
e sub-titulos deverdo estar assinalados a negrito e em tamanho 12. A primeira pagina
(pagina de rosto) deve conter somente os elementos descritos adiante na rubrica
“Organizacao do Artigo”.

Os documentos submetidos para publicacao serdo propriedade da revista Oftalmologia
da SPO transferindo os seus autores o direito de propriedade (copyright) a partir do
momento que sdo aceites para publicacdo. Ndo serdo aceites artigos
simultaneamente submetidos noutras publica¢des cientificas.

Os trabalhos devem ser submetidos em formato electrénico, na plataforma da revista
da SPO, acessivel a partir do site da SPO : http://www.spoftalmologia.pt ou da
plataforma da revista “Oftalmologia” no servigo de alojamento de revistas cientificas do



Repositério Cientifico de Acesso  Aberto de Portugal (RCAAP):
revistas.rcaap.pt/index.php/oftalmologia .

2.— Uma vez aprovado pelo editor o manuscrito serd enviado para revisao por parte
de dois ou mais revisores, de forma confidencial e anénima. Os autores receberdo a
informacé@o da avaliacdo dos revisores através do editor, sendo-lhes solicitadas as
correcdes oportunas e consequente re-submissao. A selecao dos revisores realiza-se
através do conselho redatorial da revista, tendo em conta 0os méritos académicos,
cientificos e experiéncia profissional, em cada uma das subespecialidades
oftalmoldgicas, incluindo investigadores nacionais ou internacionais. Cada artigo sera
obrigatoriamente revisto por um membro do conselho redatorial e por um revisor
externo ao mesmo.

3. Politica editorial — a decisdo do editor, ap6s consultados o0s revisores, para
aceitagcdo-rejeicao de um trabalho submetido baseia-se nos seguintes fatores:

I. Originalidade: assunto e/ou método original, com informacao valiosa e apresentacao
de resultados novos ou confirmagao de resultados ja anteriormente verificados.

II. Atualidade e/ou novidade — tema que estd na agenda das reunibes ou
comunicacgdes cientificas ou € novo.

[ll. Relevancia — aplicabilidade dos resultados para a resolugdo de problemas
concretos da pratica oftalmolégica.

IV. Inovacéo e significancia — avang¢o do conhecimento cientifico, técnico e/ou pratica
clinica.

V. Fiabilidade e validade cientifica — boa qualidade metodol6gica evidenciada.

VI. Apresentagcdo — boa redacdo e organizacdo do texto (boa coeréncia logica e
apresentacdo do material).

VII. Prazo de resposta as revisfes — Todos 0s artigos que nao tenham uma resposta
as decisdes editoriais num prazo de 6 meses serdo automaticamente rejeitados pelo
editor

Seccodes

1. Editoriais e notas - Os editoriais e notas editoriais serdo ou encomendados pelo
editor da revista a quem considere oportuno ou da sua responsabilidade.

2. Cartas ao editor - Esta seccdo pode incluir comentérios sobre artigos previamente
publicados ou comentarios sobre outras matérias de interesse cientifico para
oftalmologia. Esta correspondéncia estara sujeita ao processo de revisdo pelos pares
e serd publicada na medida em que o espaco, as prioridades e interesse o permitam.
Estas ndo devem ultrapassar as 500 palavras. As cartas ao editor que versem sobre
artigos previamente publicados terdo direito de resposta, preferencialmente no mesmo
namero.



3. Artigos de revisao e “guidelines” — O objetivo da seccdo € atualizar determinados
temas de oftalmologia, discutir novos conceitos ou rever conceitos classicos tendo em
vista 0s novos avangos de diagnéstico e tratamento e a divulgacdo das boas praticas
em oftalmologia. Serdo solicitados pelo Editor / Conselho Redatorial a personalidades
reconhecidas e ou grupos de trabalho. Para além das revisfGes por convite, os artigos
de revisdo podem ainda ser submetidos por autores com elevada experiéncia huma
area de estudo da oftalmologia para serem submetidos ao processo editorial.

4. Artigos originais — Podem incluir-se tanto trabalhos experimentais como clinicos,
sempre que se trate de trabalhos de investigagéo. Os trabalhos de investigacdo devem
ser inéditos e ndo podem ter sido submetidos para publicacdo em outra revista
estrangeira indexada. Incluem-se nesta rubrica os prémios atribuidos no ambito da
SPO.

5. Comunicagbes curtas e casos clinicos — Deverdo ser manuscritos resumidos
descrevendo inovacdes técnicas e tecnoldgicas, manobras cirdrgicas inovadoras,
aspectos de outras areas do conhecimento relacionados com a pratica oftalmolégica,
bem como casos clinicos com informacéo de pratica clinica relevante.

6. Histérias da Histéria da Oftalmologia Portuguesa — Serd uma rubrica curta
realcando aspectos relacionados com personalidades ou acontecimentos da
oftalmologia portuguesa.

7. Flash-look. Nesta rabrica agrupam-se artigos curtos de atualizacdo em conceitos
bésicos da prética clinica de oftalmologia, como classificagdo, opcdes terapéuticas,
manuais de procedimentos de determinadas patologias.

Organizacéao do artigo

Os artigos devem ser submetidos em formato bilingue (sendo que a segunda lingua do
manuscrito deve ser o Inglés), ou somente em Inglés.

1. P&gina do titulo/identificagdo — (pagina separada) Contendo titulo do artigo, nome
(s) dos (s) autor (es), servico (s) hospitalar (es) e departamentos ou organismos onde
foi realizada a investigacao, titulos académicos e/ou hospitalares dos autores. Nesta
pagina deve ainda figurar o endereco postal completo para envio de correspondéncia
e 0 endereco eletronico do autor correspondente. Se o trabalho ja tiver sido
apresentado, indicar onde e em que data bem como a referéncia a prémio obtido. Os
autores deverdo manifestar a existéncia de conflito de interesse (nomeadamente
comercial no produto, equipamento ou processo), certificar que o trabalho néo foi
publicado previamente e que cedem os direitos de autor a SPO.

2. Resumo — Em Portugués e em Inglés com o maximo 250 palavras. O resumo deve
ser subdividido em: Objetivos, Material e Métodos, Resultados, Conclusdes.

3. Palavras chave — Duas listas de cinco palavras chave, em Portugués e Inglés, que
resumam e classifiquem os principais assuntos focados no texto :estas destinam-se a
codificagcdo no index.



4. Texto — Recomenda-se que 0 texto tenha as seguintes seccbes separadas:
Introducéo, Material e Métodos, Resultados, Discussao; poderé ser necessario fazer
adaptacbes a circunstancias particulares, como no caso dos casos clinicos ou dos
artigos de “flash look”. O autor devera indicar no texto, em local apropriado, em
numeracdo arabe e em “superscript’, as citagdes bibliograficas que fizer. E da
exclusiva responsabilidade do autor a verificacdo da exatiddo das referéncias
bibliogréficas e da sua colocacgéo no texto.

5. Agradecimentos — Tanto a pessoas, como a entidades, quando tal for justificado.
6. Declaragéo de interesses financeiros

7. Bibliografia — De modo geral segue-se o sistema de Vancouver, com a diferenca
principal de que a lista das referencias bibliograficas deve ser alfabetada e
subsequentemente numerada. Se houver mais de uma referencia do mesmo autor,
serao indicadas em primeiro lugar aquelas em que o autor aparece isolado e s6 depois
aquelas em que ha mais que um autor.

8. Quadros, tabelas e figuras — sdo enviados em formato eletrénico, em ficheiros
separados do texto. Os quadros e tabelas podem ser feitos num processador de texto
ou numa folha de calculo (em Excel). As figuras devem ser feitos formato editavel tipo
“TIF”, um ficheiro para cada imagem com qualidade de impressao (= 300 dpi). As
figuras quadros e tabelas devem ser referenciadas no texto e deve ser indicado a zona
do texto as quais ficardo adstritas apés formatacao do artigo.

9. Legendas das figuras. As figuras devem ser obrigatoriamente legendadas e as
legendas enviadas nesta seccdo. Os quadros e tabelas ndo devem ter legendas.

10. Abreviaturas e simbolos — S6 devem ser usadas abreviaturas de uso corrente. Se
for imprescindivel recorrer a abreviaturas menos usuais, na primeira vez em que o
termo aparece no texto ele deve figurar por extenso, logo seguido pela abreviatura
entre paréntesis.



