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Resumo

As distrofias maculares hereditarias, como a doenca de Stargardt (STGD1), a Doenca de Best
e a Retinosquisis ligada ao X (XLRS), sdo causas importantes de perda progressiva de visdo,
caracterizadas por muta¢des genéticas distintas e mecanismos fisiopatoldgicos que afetam o
epitélio pigmentar da retina (EPR) e os fotorreceptores. Esta tese revé os avangos atuais nas terapias
genéticas dirigidas a corregao ou mitigacdao dos defeitos moleculares subjacentes a estas doengas
da retina. Da-se énfase aos sistemas de entrega viral, como os vetores virais adeno-associados
(AAVs), incluindo vetores AAV duplos e de trans-splicing, a entrega génica ndo viral, a edigdo
genética mediada por CRISPR/Cas9 e a tecnologia de células estaminais pluripotentes induzidas
(iPSCs) para modelacdo da doencga. A discussdo integra estudos pré-clinicos que demonstram a
correcdo bem-sucedida das muta¢des do gene ABCA4 em modelos de STGD1, do gene BEST1 na
doenca de Best e do gene RS1 na Retinosquisis ligada ao X. Embora estas abordagens apresentem
potencial terapéutico significativo, persistem desafios relacionados com a eficiéncia da entrega,
segurancga a longo prazo e tradugdo clinica. Este trabalho destaca a necessidade de investigacdo
continua e de protocolos otimizados para viabilizar tratamentos eficazes para estas distrofias

maculares.

Palavras-chave: Distrofia Macular, Retina, Doenca de Stargardt, Distrofia Macular de Best, Terapia

genética, vetor genético



Abstract

Inherited macular dystrophies such as Stargardt disease (STGD1), Best disease and X-linked
retinoschisis (XLRS) are major causes of progressive vision loss characterized by distinct genetic
mutations and pathophysiological mechanisms affecting the retinal pigment epithelium and
photoreceptors. This thesis reviews the current advances in gene therapies aimed at correcting or
mitigating the molecular defects underlying these retinal diseases. Emphasis is placed on viral
vectors delivery systems such as adeno-associated viral (AAV) including dual and trans-splicing AAV
vectors, non-viral gene delivery, CRISPR/Cas9-mediated gene editing and induced pluripotent stem
cell (iPSCs) technology for disease modelling. The discussion integrates preclinical studies
demonstrating successful correction of ABCA4 mutations in STGD1 models, BEST1 in Best disease
and RS1 in XLRS. Although these approaches show significant therapeutic potential, challenges
remain regarding delivery efficiency, long-term safety, and clinical translation. This work highlights
the need for continued research and optimized protocols to enable effective treatments for these

macular dystrophies.

Keywords: Macular Dystrophy, Retina, Stargardt Disease, Best Macular Dystrophy, Gene therapy,

Genetic vector



Abreviaturas

AON- Anti-sense oligonucleotides

iPSC- Células estaminais pluripotentes induzidas
HDAC6- Desacetilase de Histonas tipo 6

STGD1- Doenca de Stargardt

EPR- Epitélio pigmentar da retina

VEGF- Fator de crescimento endotelial vascular
CNV- Neovascularizacdo coroideia

ssODNs- Oligonucleotideos de cadeia simples de DNA
vMCO-I- Opsina multicaracteristica tipo |

XLRS- Retinosquisis ligada ao X

OCT- Tomografia de Coeréncia Optica

AAV- Virus adeno-associados

EIAV- Virus da anemia infeciosa equina recombinante
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Introdugao

As distrofias maculares, tal como a Doenca de Stargardt (STGD1), a Doenca de Best e a
Retinosquisis ligada ao X (XLRS), constituem um grupo de doencas oculares hereditarias composto
por mais de 100 doencas, causadas por mutagdes em mais de 300 genes.”) Estas sdo caracterizadas
por lesdo macular e, consequentemente, perda de visdo. Esta lesdo ocorre sob a forma de uma
atrofia da retina e, tendo em conta que ocorre na area responsavel pela visdo da alta acuidade
devido a presenca de um elevado nimero de cones, a perda de visdo é maioritariamente central.l?

Estas patologias manifestam-se mais comumente na infancia e tém um elevado impacto na
qualidade de vida dos doentes.® Estudos recentes envolvendo individuos com a Doenca de
Stargardt concluiram que estes apresentam um compromisso substancial da visdo, afetando
atividades do seu quotidiano tal como a capacidade de praticar exercicio fisico, de concentragao, de
leitura e até o reconhecimento de rostos. Para além disso, a perda progressiva da visdo central
nestas condi¢des pode levar ao aumento do risco de isolamento social e sintomas depressivos.
Deste modo as distrofias maculares provocam perdas visuais significativas desde idades precoces,
afetando a autonomia e o bem-estar emocional dos pacientes.’* ® Adicionalmente, um estudo
realizado em 2021 que avaliou o impacto econdmico das doengas retinianas hereditarias concluiu
que, nos Estados Unidos da América, os custos totais atribuiveis a estes patologias estariam entre
0s 13,4 mil milhdes e 31,8 mil milhdes de ddlares, incluindo custos relacionados com a perda de
produtividade, custos com cuidadores informais, despesas de saude e impacto no bem-estar dos
doentes.®

As estratégias terapéuticas das distrofias maculares baseiam-se, atualmente, na sua grande
maioria, apenas no controlo sintomatico da doenca e da sua evolugdo. 23 Assim, o tratamento
destas patologias permanece extremamente limitado, ndo existindo tratamentos capazes de
responder adequadamente a gravidade da doenca.

Tratando-se estas doencas de patologias hereditdrias, os avangos na tecnologia de genética
molecular permitiram identificar os genes afetados em cada distrofia macular. Adicionalmente, com
o constante contributo da bioengenharia, abriram-se as portas ao desenvolvimento de terapias
dirigidas a causa com um intuito curativo.!”) As técnicas de terapia genética permitem a altera¢do e
correcao de genes mutados através da utilizacdo de vetores para a introducdo de material genético
nas células afetadas, sendo que os vetores mais utilizados atualmente sdo os virus, as
nanoestruturas e os plasmideos.® Os ensaios clinicos de terapias genéticas atualmente em curso
recorrem na sua maioria a utilizagdo de vetores viricos, tal como os virus adeno-associados (AAVs)
e os lentivirus, de nanoparticulas, da ferramenta CRISPR/Cas9 e de terapias com recurso a RNA.
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Apesar de varios ensaios pré-clinicos e clinicos ja terem alcancado alguns resultados promissores,
ainda existem alguns entraves ao desenvolvimento destas terapias, tal como limita¢cdes na
administragdo dos vetores, respostas imunes adversas, baixa eficacia do tratamento a longo prazo,
entre outras."”

Assim, o objetivo desta tese passa por realizar uma revisao da literatura existente sobre o
desenvolvimento e aplicagdo de terapias genéticas no tratamento de distrofias maculares, motivado
pelo aumento significativo do nimero de artigos, criando a necessidade de resumir a informacgao
num Unico artigo. Esta tese incidird com maio interesse na Doenca de Stargardt, Doenga de Best e
Retinosquisis ligada ao X, elencando os alvos identificados nestas patologias, as estratégias a ser
testadas e os seus resultados até a data. Serdo ainda abordadas as perspetivas de futuros ensaios
clinicos, mencionando as limitacGes identificadas e as estratégias para o desenvolvimento de
estudos mais Uteis e robustos. Ao reunir e analisar criticamente os avangos mais relevantes nesta
area, esta revisao pretende ndo sé consolidar o conhecimento existente, como também reforcar o
papel da terapia genética como uma via promissora para transformar o progndstico e a qualidade

de vida dos doentes com distrofias maculares.

Métodos

Para atingir os objetivos propostos no presente trabalho, foi efetuada uma pesquisa
bibliografica na base de dados Pubmed. Nesta pesquisa foram utilizados termos considerados como
pertinentes tais como “Macular dystrophy", "macular dystrophies", "Stargardt disease", "Best
disease", “Bestrophinopathies”, "X-linked retinoschisis", "Gene therapy", "Gene editing" e "Genome
editing". Estes termos foram usados isoladamente e em conjunto de forma a obter os resultados
mais adequados. Para selecionar o maior nimero possivel de artigos relacionados com o tema
principal desta revisdo, foi utilizado também a base de dados Medical Subject Headings (MeSH)
através do construtor de pesquisa avancada da PubMed com os seguintes termos MeSH: “Macular
Dystrophy”, “Retina”, “Stargardt Disease”, “Best Macular Dystrophy”, “Gene therapy” e “Genetic
vector”.

De seguida, de forma a que um artigo fosse pré-selecionado, este teria de ser escrito em
inglés e ter sido publicado desde 2014 (inclusivamente). Adicionalmente, o texto integral do artigo
teria de estar disponivel para consulta de forma gratuita. Os critérios de inclusdo e exclusdo
aplicados durante esta selecdo estdo sistematizados na tabela I. De seguida, os artigos encontrados
foram analisados através do seu titulo e resumo, com o intuito de determinar se os mesmos eram

pertinentes e correspondiam a tematica em questdo. Por fim, os artigos selecionados foram
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analisados na sua totalidade. Esta pesquisa foi realizada em multiplas ocasides de forma a incluir
artigos mais recentemente publicados.

Embora esta tese se trate de uma revisdo narrativa, procurou-se adotar alguns principios da
diretriz PRISMA, com o objetivo de garantir maior transparéncia e rigor na selecdo, andlise e
apresentacdo dos estudos incluidos. A pesquisa bibliografica resultou inicialmente na identificacao
de 277 artigos que preenchiam os critérios de inclusdo definidos e continham os termos de pesquisa
previamente descritos. Apds andlise critica, foram selecionadas 48 referéncias consideradas

relevantes para os objetivos deste trabalho.

Doenga de Stargardt

A Doenca de Stargardt (STGD1) é a distrofia macular juvenil mais comum, afetando um em
cada oito mil a dez mil individuos.® Esta é causada por uma mutacdo no gene ABCA4, sendo
também conhecida como distrofia macular juvenil. Existe uma grande variabilidade em relacdo a
idade do diagndstico, sintomatologia, progressdao e o grau de afetacdo do epitélio pigmentar da
retina (EPR). Contudo de uma forma geral, esta patologia leva a uma degeneracdo progressiva deste
epitélio, culminando na perda de vis3o ainda em idades precoces. %19

O gene afetado, o ABCA4, é herdado de forma autossémica recessiva e codifica o
transportador ABCA4, especifico dos fotorrecetores, pertencente a subfamilia A das proteinas ATP-
binding cassette, que estdo envolvidas no transporte ativo de diversos substratos através da
membrana celular. Este é composto por 50 exdes e existem a data mais de 900 variantes
identificadas, sendo que algumas variantes genéticas causam apenas uma ligeira inativacao do
transportador enquanto algumas variantes culminam na inativacdo total do ABCA4 e provocam um
fendtipo mais severo da STGD1. Estas variantes explicam assim a variabilidade da apresentacdo
desta patologia. Este transportador esta localizado na regido periférica dos discos dos segmentos
externos dos bastonetes e dos cones e esta envolvido no ciclo da vitamina A, fazendo o transporte
de N-retinilideno-fosfatidiletanolamina (N-RPE). Se este transportador ndo estiver funcional ocorre
a acumulacdo deste mesmo composto, levando a formacgao de lipofuscina e A2E. Estas substancia
sdo toxicas e danificam as células do epitélio pigmentar da retina e, consequentemente, os
fotorrecetores.!®

E ainda importante realcar que as variantes do gene ELOVL4 e do gene PROM1 sio
responsaveis por distrofias maculares cujas manifestacdes clinicas e imagioldgicas em tudo se
assemelham a STGD1, sendo denominadas de Doencga de Stargardt 3 e 4, respetivamente. Estas

distrofias maculares s3o, contudo, de transmissio autossdmica dominante.®



As opcoes terapéuticas para a STGD1 sdo bastante escassas. Os doentes sdo aconselhados
a usar aparelhos de auxilio da visdo, diminuir a sua exposicdo a radiacdo UV e a ndo realizar
suplementacdo com vitamina A, uma vez que esta estad envolvida na deposicdo de compostos

téxicos no EPR.®?)

Doenga de Best

As bestrofinopatias constituem ao grupo de distrofias maculares resultantes da mutac¢do do
gene BEST1, sendo que este termo engloba 5 doencgas degenerativas da retina: Distrofia Macular
Viteliforme Juvenil; Distrofia Macular Viteliforme do Adulto; Vitreocoroidopatia Autossdmica
Dominante; Bestrofinopatia Autossémica Recessiva; e Retinite Pigmentar. (1!

A Distrofia Macular Viteliforme Juvenil é a segunda distrofia macular mais prevalente
mundialmente afetando um em cada dez mil individuos.”® Esta é também a bestrofinopatia mais
comum das 5 anteriormente mencionadas, sendo também conhecida como Distrofia Macular
Viteliforme de Best ou simplesmente Doenga de Best.

O gene BEST1 codifica a bestrofina-1, uma proteina transmembranar integral que é
exclusiva do EPR, estando esta localizada na membrana basolateral das células do mesmo. Esta
proteina é vital para o desenvolvimento e manutencdo deste epitélio. A bestrofina-1 é um canal de
cloro e bicarbonato dependente de cdlcio que regula o transporte de ides e inibe ainda canais de
calcio dependentes da voltagem intracelulares. Apesar do mecanismo que culmina no dano da
retina ndo ser conhecido na sua totalidade, de uma forma geral, é possivel afirmar que a disfungao
da bestrofina-1 leva a uma disfuncdo do EPR e, consequentemente, a interacao entre os
fotorrecetores e microvilosidades deste epitélio fica comprometida. Este comprometimento leva a
um descolamento seroso da retina. Adicionalmente, ocorre a acumulacdo de lipofuscina como
resultado de um comprometimento da fagocitose.*?

A Distrofia Macular Viteliforme Juvenil tem uma apresentacdo clinica menos grave em
relacdo a Doenca de Stargardt, levando a uma perda de visdo menos marcada. Contudo, em estadios
mais avancados da doenga, pode ocorrer a neovascularizagdo coroideia (CNV), estando esta
condicdo associada a uma perda de visdo mais grave e rapida. Assim, as opgOes terapéuticas desta
distrofia macular sdo, a semelhanga do que ocorria na Doenca de Stargardt, limitadas, estando as
mesmas direcionadas exclusivamente a intervengdes em casos em que ocorrem complicagdes.
Neste sentido, as inje¢des intravitreas de agentes anti-VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular) estdo indicadas aquando da CNV. Outros possiveis tratamentos para esta complicagdo sdo

a fotocoagulacio a laser e a terapia fotodinamica.!*% 1



Retinosquisis ligada ao X

A Retinosquisis ligada ao X (XLRS) é uma forma de distrofia macular que resulta mais
comumente de muta¢bes no gene RS1. Tal como o nome indica, esta é uma doenca hereditdria
recessiva ligada ao X e por isso afeta quase exclusivamente individuos do sexo masculino, sendo que
se estima que afete um em cada cinco mil a vinte e cinco mil homens*?, apresentando, por isso,
uma prevaléncia consideravelmente inferior as 2 anteriormente faladas.

O gene RS1 codifica uma proteina de superficie celular denominada retinosquisina-1. Esta
estd presente nos fotorrecetores e desempenha um papel fulcral na adesdo das células da retina e
na manutencdo da integridade estrutural da mesma. Os individuos afetados por esta distrofia
molecular apresentam uma afetacdo da funcdo da retinosquisina-1, levando a formacdo de
cavidades entre a Camada Plexiforme Externa (CPE) e a Camada Nuclear Externa (CNE). Estas
cavidades parecem ser assim a principal causa pela perda de visio nestes doentes.*?
Adicionalmente, a disfuncdo da proteina codificada pelo gene RS1 estd também envolvida na
afetacdo da sinapse entre os fotorrecetores e as células bipolares, sendo esta outra das causas da
perda de visdo nestes doentes.*?)

Atualmente ndo existem tratamentos eficazes no controlo da Retinosquisis ligada ao X,

estando apenas recomendadas medidas de auxilio visual, tal como aparelhos de auxilio da visao.

Terapia genética em oftalmologia

A terapia genética é uma area da medicina cada vez mais relevante e com grandes
implicacdes no futuro do tratamento de vérias patologias. Deste modo, o nimero de ensaios clinicos
em que sdo testadas técnicas de terapias genéticas e o investimento no desenvolvimento das
mesmas tem vindo a aumentar significativamente, em especial desde que o genoma humano
passou a estar integralmente disponivel para consulta em bases de dados online.** Adicionalmente,
0s recentes progressos nos testes genéticos tém permitido uma melhor identificagdo de genes
causadores de doengas e a caracterizacdo dessas mesmas doencas e da sua evolucdo, facilitando a
identificacdo de correlagdes entre fendtipos clinicos e gendtipos especificos e viabilizando métodos
de diagndstico genético mais rapidos.** ** Neste mesmo sentido, os resultados promissores de
ensaios clinicos recentes com terapias genéticas reforcam o potencial destas abordagens no

tratamento de diversas patologias e, em especifico, de doencas oftalmoldgicas.



A terapia genética consiste na introdugdo, remogdo ou modificagdo do DNA num paciente.”
Existem diferentes estratégias de terapias genéticas tal como a terapia de substituicdo genética, na
qual é inserida uma cépia funcional de um gene para compensar uma versdo defeituosa, e a edicdo
genética, onde se corrige uma mutacdo de um gene com recurso a ferramentas como a
CRISPR/Cas9. Assim, estas diferentes técnicas apresentam vantagens e desvantagens, mas, devido
ao seu modo de acdo, a edicdo genética é mais vantajosa em doencas autossémicas dominantes,
recessivas e ligadas ao x enquanto uso da terapia de substituicdo genética estd mais reservada ao
tratamento de doencas autossdmicas recessivas.*>) A maioria destas técnicas recorrem a vetores de
forma a realizar estas alteragGes no material genético das células do doente. De facto, a eficdcia das
terapias genéticas depende da entrega eficaz do material genético as células. Os virus, tal como os
adenovirus, os virus adeno-associados, os lentivirus e retrovirus, sdo amplamente utilizados nestas
técnicas, devido a sua capacidade de invadir as células. Contudo, a possibilidade de existirem
respostas imunes exacerbadas e de mutacdes genéticas motivou a pesquisa e desenvolvimento de
vetores ndo virais, tais como as nanoparticulas lipidicas, oferecendo estas uma alternativa segura e
eficaz aos virus como vetores no tratamento de doencas degenerativas.®

Em relacdo a drea da oftalmologia, estas técnicas apresentam um interesse ainda mais
particular, levando a que existam cada vez mais estudos focados em doencas oftalmolégicas. Assim,
em 2017, 44,3% de todos os ensaios clinicos relacionados com terapias genéticas ndo oncoldgicas
focavam-se em doencas oftalmoldgicas.® Este interesse pode ser explicado por alguns fatores tal
como o olho ser um érgdo ideal para o uso de terapéuticas genéticas, mas também pelas
consequéncias socioecondémicas das doencas oftalmoldgicas.!! Por um lado, doengas genéticas
oftalmoldgicas tal como as distrofias maculares, sao responsaveis por 50 a 70% dos casos de perda
de vis3o e s30 mesmo a principal causa de perda de visdo em idade juvenil.’"*> Por outro lado, o
olho tem sido visto como o candidato ideal para a aplicacdo de técnicas de edicdo genética. Esta
caracteristica especial do olho deve-se ao facto de este apresentar reduzidas dimensdes, ser
facilmente acessivel, ser muito compartimentalizado, a capacidade de administrar tratamento
altamente localizado, a facilidade de monitorizacdo através de meios de imagem nao invasivos tal
como o OCT, a eletrorretinografia e a fundoscopia e ao facto de o olho corresponder a um local
imunologicamente privilegiado, possibilitando a utilizagdo de vetores viricos com menores riscos."
15.17) Estas condigdes permitem que as terapias genéticas apresentem uma alta eficacia neste 6rgao.
E ainda importante referir que o vetor mais utilizado na area da oftalmologia sdo os AAVs, sendo
que varios ensaios clinicos recorrem a técnicas com estes mesmos vetores.!** 1% E ainda importante
realcar que em 2017 foi aprovado a primeira terapia genética para o tratamento de uma doencga
hereditaria, sendo que este passo contribuiu para o aumento do interesse nesta area e levou a
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realizacio de novos ensaios clinicos.**) Assim, o Voretigene Neparvovec, um farmaco para o
tratamento da distrofia retiniana associada a mutag¢bes no gene RPE65, contribuiu para o otimismo

em torno das terapias genéticas.!”

Terapia genética na Doencga de Stargardt

A Doenca de Stargardt, sendo a distrofia macular juvenil mais prevalente, é também a que
apresenta um maior nimero de ensaios clinicos de terapias genéticas desenhadas para o seu
tratamento. Contudo, o gene mais comummente afetado nesta patologia, o ABCA4, tem uma
dimensdo consideravelmente elevada (6.8 kilobases), pelo que os AAVs ndo podem ser diretamente
utilizados de forma isolada, ja que estes possuem uma capacidade de carga inferior a necessaria

(19’20) . . Y ra . .
para transportar o gene afetado. Assim, foi necessario recorrer a estratégias diferentes para o

desenvolvimento de terapéuticas genéticas eficazes para o tratamento desta patologia.

Vetores virais

Em 2011, um ensaio clinico com recurso a terapia de substituicdo genética foi realizado com
a participacdo de 22 individuos diagnosticados com STGD1 (NCT01367444). Neste ensaio foi
utilizado como vetor um lentivirus (SAR422459), um virus da anemia infeciosa equina recombinante
(EIAV) que expressa uma vers3do funcional do gene afetado nesta doenca, o ABCA4 (EIAV-ABCA4).1*>
20.21) Neste estudo, apesar de no follow-up de 3 anos ter sido possivel observar em alguns dos
pacientes uma estabilizagcdo e até alguma melhoria da acuidade visual e da estrutura da retina, o
facto deste ter poucos participantes e ndo ter sido sujeito a revisdao por pares leva a que nao seja
possivel retirar conclusdes definitivas sobre a eficicia apresentada.?® Assim, seria necessario
realizar estudos com um maior nimero de participantes para confirmar a capacidade desta terapia
com o EIAV-ABCA4 de atrasar a progressio da doenca ou até mesmo estabiliza-la.*> 2%
Adicionalmente, no que concerne a seguranca deste tratamento, todos os 22 pacientes
apresentaram pelo menos um efeito adverso resultante deste tratamento mas a larga maioria foram
considerados como moderados e relacionados com o procedimento cirdrgico para administracdo
do vetor ou entdo devido a resposta imune associada ao tratamento. Assim, para além de estudos
com um maior nimero de participantes, os autores referiram que estudos futuros deveriam ser
mais longos, ter como objetivo explorar a dose ideal de EIAV-ABCA4 a administrar, a melhor via de
administracdo, investigar a possibilidade de combinar esta terapia com outras existentes, avaliar a
resposta em outros subtipos da Doenca de Stargardt que afetam genes diferentes e ainda tentar
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aplicar este tratamento em doentes numa fase mais precoce da doenca ja que, neste estudo, os
paciente ja apresentavam danos na retina irreversiveis. *> 22 Contudo, apesar dos lentivirus terem
capacidade para o gene ABCA4, o seu tamanho e estrutura limitam a capacidade de transducdo na
retina e, ndo existindo dados robustos suficientes sobre a eficacia e seguranca da terapia genética
com recurso a este tipo de vetores, o interesse na utilizacdo de lentivirus tem diminuido.??

A diminuicdo da investigacdo do uso de lentivirus foi acompanhada por um aumento do
interesse no uso de virus adeno-associados como vetores, ja que estes foram utilizados
anteriormente com bons resultados no tratamento de outras patologias. No entanto, tal como
anteriormente descrito, o tamanho do gene ABCA4 constitui um problema no que concerne a
utilizacdo de AAVs como vetores. Deste modo, de forma a contornar este obstaculo, diferentes
estratégias de vetores duplos foram desenvolvidas. Estas estratégias consistem na divisdo do gene
a transferir, neste caso o ABCA4, sendo este dividido entre dois vetores AAV e, posteriormente,
ocorre a recombinacdo intracelular e formacdo da proteina funcional. Inicialmente, foram
estudadas duas abordagens em modelos animais: vetores com regides sobrepostas e vetores de
trans-splicing. Contudo, isoladamente, estas técnicas ndo demonstravam eficacia suficiente para
serem utilizadas como vetores. Deste modo, foi desenvolvida a estratégia hibrida que corresponde
a utilizacdo de principios dos vetores com regiGes sobrepostas e vetores de trans-splicing em
simultaneo. Esta técnica permitiu obter uma maior taxa de produc¢do da proteina ABCA4 completa
e um melhor desempenho na reduc¢ao da lipofuscina. Mais recentemente, foi proposta uma quarta
estratégia, sendo esta baseada em inteinas, a qual permite a reconstituicdo da proteina ABCA4
diretamente a nivel pds-trasducional. Este método demonstrou, em modelos animais knock-out
para ABCA4, a producdo da proteina completa funcional, bem como uma reducao significativa na
acumulacio de lipofuscina.?® %) Embora os dados disponiveis ainda sejam de ensaios pré-clinicos e
ndo seja possivel retirar conclusdes definitivas, os resultados sdo consistentes e promissores,
possibilitando o inicio de ensaios clinicos em humanos. Contudo, é necessario demonstrar
inequivocamente que estas estratégias sdo eficazes isoladamente e também quando usadas de
forma combinada. Assim, ainda que as estratégias de vetores duplos sejam menos eficazes do que
a utilizacdo isolada de AAVs, uma vez que a STGD1 é uma doenga que evolui lentamente, é licito
inferir que mesmo uma expressado reduzida do gene ABCA4 pode ser benéfica no tratamento desta
distrofia macular. %)

Um outro ensaio clinico iniciado em 2022 (NCT04919473) tinha como objetivo avaliar a
seguranga e eficdcia inicial de uma terapia genética com recurso a um AAV. No entanto, este vetor
nao continha o gene ABCA4 mas sim uma opsina multicaracteristica tipo | (vMCO-I), sendo que esta
tinha uma dimensdo mais reduzida e, por isso, podia ser utilizado um AAV. Esta técnica foi
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inicialmente aplicada em 11 individuos de forma a avaliar a seguranca da mesma. Posteriormente,
foi conduzido um outro ensaio clinico (STARLIGHT, NCT05417126) com a participa¢do de 6
individuos no qual foi testada a seguranca e eficacia da uma injecdo de vMCO-0I0. Os individuos
participantes no ensaio tinham todos sido diagnosticados com STGD1 devido a mutag¢des nos genes
ABCA4, ELOVL4 e PROMI1. Os resultados preliminares deste ensaio clinico revelados em 2023
demonstraram uma melhoria média de 3 decibéis na sensibilidade do campo visual, avaliada por

perimetria, e n3o se registaram eventos adversos graves associados a terapia genética. (*>24 2%

Vetores nao virais

De forma a evitar a resposta imunoldgica causada pelos virus utilizados como vetores e
ainda de forma a contornar a limitagdo do tamanho dos genes, as nanoparticulas tém sido
estudadas como uma alternativa de vetores. Uma vez que estas sdo estruturas artificiais, as
nanoparticulas ndo causam normalmente respostas imunitarias indesejadas, sendo bem toleradas
pelo organismo. Estes vetores envolvem o material genético inserido e protegem-no, facilitando a
sua entrada nas células por endocitose ou mecanismos mediados por recetores. As primeiras
nanoparticulas utilizadas para entrega do gene ABCA4 em modelos animais permitiram a expressao
da proteina ABCA4 durante até 8 meses e a reducdo da lipofuscina acumulada. Mais recentemente,
foi desenvolvido um novo tipo de nanoparticulas que se auto-organizam com o DNA plasmidico e
promovem a libertacdo do transgene no citosol celular através de mecanismos de escape
endossomal e clivagem redutiva.’® A aplicagdo destas nanoparticulas sob o controlo do promotor
da rodopsina bovina (RHO) em animais levou a uma expressdo aumentada do gene ABCA4 e, ainda
gue ndo existam registos da expressdo da proteina codificada pelo gene afetado, foi observada uma
diminuicdo da lipofuscina acumulada. Deste modo, este vetor parece ser uma opc¢ao viavel para o
tratamento da STGD1, ainda que seja necessario estudar a sua seguranga, ja que a mesma ndo foi
avaliada neste ensaio clinico.?® Mais recentemente, um novo estudo com recurso a estas
nanoparticulas associadas a um plasmideo contendo o gene ABCA4 sob o controlo do promotor
especifico para fotorreceptores humanos GRK1, juntamente com um potenciador S/MAR,
demonstrou a expressdo de ABCA4 funcional e redugdo de A2E em 69% em modelos animais e em
células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs). Assim este ensaio pré-clinico demonstrou que
esta estratégia pode ser eficaz como uma terapia genética ndo viral para STGD1, justificando o

avanco para ensaios clinicos. )

Anti-sense oligonucleotides como moduladores de RNA



Outra estratégia a ser estudada é a da utilizacdo de oligonucledtido antisenso, (Anti-sense
oligonucleotides ou AONs), que sdo pequenos fragmentos de nucleédtidos artificiais de cadeia
simples que atuam como moduladores do RNA. Estes ligam-se a sequéncias complementares de
mMRNA ou pré-mRNA e permitem o bloqueio do splicing patoldgico em locais intrénicos profundos
e a indug3o do skipping de exdes para evitar a produgdo de proteinas téxicas.?? Esta técnica ja foi
utilizada com seguranca e eficacia num ensaio clinico para o tratamento da amaurose congénita de
Leber, sendo que os participantes apresentaram melhorias na acuidade visual e ndao foram
registados eventos adversos graves. Os resultados deste ensaio clinico indicam que a utilizagdo de
AONs na Doenca de Stargardt pode ser bem-sucedida, principalmente nos casos em que o gene
afetado é o ABCA4. De facto, alguns ensaios pré-clinicos demonstraram que mutagdes intrdnicas
profundas no gene ABCA4 respondem positivamente a terapia com AONs. Existe ainda uma nova
estratégia com recurso a AONs que envolve a edicdo de RNA mediada por enzimas enddgenas
chamadas ADARs (adenosina desaminases que atuam no RNA). No entanto, sdo necessarios mais
estudos para confirmar a expressdao de ADARs nas células da retina para ser possivel compreender
se esta técnica tem interesse no tratamento da STGD1.?% Adicionalmente, um artigo de 2024 d4
conta que foi desenvolvido um sistema inovador com o objetivo de corrigir mutagGes no gene
ABCA4 que permite a entrega simultanea de multiplos AONs usando um Unico vetor baseado no
U7snRNA. Essa estratégia inovadora combinou a modula¢do do splicing com um sistema de
multiplos alvos, de forma a tratar diversos defeitos ao mesmo tempo. Contudo os resultados
obtidos ndo sdo conclusivos, sendo que o estudo ndo foi testado em modelos que mimetizem
corretamente o ambiente retiniano humano. Assim, embora promissora, esta abordagem requer
valida¢do adicional e sera necessario realizar diversos estudos de forma a ultrapassar as limitagGes

técnicas descritas.?”

O C3DNA como plataforma de terapia genética

O DNA circular e covalentemente fechado, ou C3DNA, é uma plataforma de terapia genética
desenhada para a administracdo de genes de grandes dimensé&es, permitindo que este processo
seja repetido mais do que uma vez. Esta técnica ndo recorre ao uso de virus e por isso elimina o
risco de resposta imunoldgica associada a utilizagdo destes vetores. O método de entrega destes
genes é denominado COMET e utiliza elétrodos especializados e campos elétricos para introduzir
material genético nas células. A utilizacdo desta estratégia em modelos animais permitiu a
expressao sustentada do ABCA4 durante pelo menos 6 meses, apds uma Unica administracdo deste
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mesmo gene. Tendo em conta estes resultados, ja estdo planeados ensaios clinicos num futuro

préximo.

Edicao genética e iPSCs

No inicio de 2025, um artigo publicado referiu que tinha sido possivel a corre¢cdo de uma
mutacdo no gene ABCA4 em modelos de células estaminais pluripotentes induzida através da
ferramenta de edi¢cdo CRISPR/Cas9. Posteriormente, as células foram diferenciadas em células
retinianas, tal como fotorreceptores, tendo estas recuperado varias fungdes normais que estavam
comprometidas nas células ndo editadas. Assim, esta estratégia pode abrir um novo caminho no
tratamento da STGD1, sendo necessarios mais estudos e o desenho de protocolos em modelos
animais.?® Num outro estudo que também recorreu a iPSCs, os autores conseguiram corrigir duas
variantes patogénicas do gene ABCA4 associadas a STGD1, através de técnicas de CRISPR/Cas9
mediadas por ssODNs (oligonucleotideos de cadeia simples de DNA), realcando o potencial desta
ferramenta no tratamento da STGD1.%°)

Um outro estudo realizado em modelos animais e celulares conseguiu corrigir a mutacao
p.Gly1961Glu do gene ABCA4, através da introducdo de uma ferramenta denominada edicdo de
bases (base-editor), uma técnica relacionada com a ferramenta CRISPR/Cas9 que permite a
alteracdo pontual de uma base mutada no DNA sem provocar quebras na dupla hélice. De forma a
introduzirem esta ferramenta, os investigadores recorreram a um AAV, formando o vetor AAV5-v1-
SABE1, que foi posteriormente otimizado, criando o AAV5-v2-SABE1L. Esta estratégia foi eficaz na
correcao da mutagao através da correcdo precisa da base numa elevada percentagem das células-
alvo, mas nao foi possivel avaliar o efeito funcional, uma vez que os modelos utilizados nao exibem
o fendtipo clinico provocada por esta muta¢cdo nos humanos. Contudo, os autores acreditam que a
correcdo da mutacgdo levaria a efeitos benéficos no tratamento da Doenga de Stargardt. Assim,
apesar de serem necessarios mais estudos para avaliar a eficacia e seguranca desta abordagem, esta
pode ser uma estratégia eficaz no tratamento de varios tipos de distrofias maculares.?® Um outro
estudo focou-se em estratégias para aumentar a eficacia desta ferramenta, demonstrando que
inibidores da HDACG6 (Desacetilase de Histonas tipo 6), como o Nexturastat A e o Ricolinostat, podem
ser benéficos ao potenciar a edicdo genética. Em modelos celulares humanos com mutag¢des no
gene ABCA4, o Ricolinostat aumentou a eficiéncia da edi¢do por base-editing em mais de trés vezes.
Assim, a combinacdo de editores de base com moduladores epigenéticos pode ser fulcral no
desenvolvimento de terapias baseadas em edicdo genética mais eficazes para o tratamento de
distrofias hereditérias da retina.’>
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Terapias genéticas na Doenga de Best

A data, n3o existem ensaios clinicos a decorrer para o tratamento da Doenca de Best, ainda
gue os ensaios pré-clinicos tenham demonstrado resultados promissores. O facto de nao existirem
atualmente estudos a decorrer pode, em grande parte, ser explicado pelo facto desta distrofia
macular ser causada por uma mutagdo num Unico /locus, levando a que o estudo desta patologia
seja dificil quando os modelos animais ndo exibem as caracteristica fundamentais desta distrofia
macular.®¥ Contudo, a descoberta de um modelo canino da Doenca de Best gerou a possibilidade
de iniciar estudos pré-clinicos, uma vez que este apresenta manifestacdes semelhantes a doenca

presente nos humanos, incluindo a predilecdo das lesdes sub-retinianas pela regido macular.®% 32

Vetores virais

Em 2025, foi publicado um ensaio pré-clinico com modelos animais portadores de mutagées
no gene BEST1. Devido a confianga e conhecimento dos AAVs, os investigadores recorreram a este
mesmo vetor e desenvolveram o AAV2/2-VMD2, sendo que este continha versGes funcionantes do
gene BEST1 canino ou humano. Nos olhos aos quais foi administrado este vetor foi possivel observar
uma regressao das lesdes existentes, sendo que esta alteracdo se manteve estavel. Adicionalmente,
nao foram identificadas eleva¢des, anormalidades na retina ou respostas inflamatdrias. Em
contraste, nos olhos ndo tratados, ocorreu a progressao normal das lesdes, confirmando a eficacia
do tratamento com estes vetores no modelo canino. Para além disso, apds a aplicagdo desta terapia
genética comprovou-se a corre¢do dos microdescolamentos entre o EPR e os fotorrecetores e o
estabelecimento da expressdo da proteina bestrofina-1 no EPR, pelo que esta estratégia terapéutica
pode ndo soO interromper, mas também reverter os danos causados pela doenca em estadios
especificos. Assim, apesar de existirem diferengas entre a Doenca de Best em modelos caninos e
em humanos, tal como o facto de a doenca em cdes ser autossémica recessiva, as manifesta¢oes
desta distrofia macular sdo semelhantes em ambas as espécies, sendo, por isso, este um modelo
altamente relevante para o desenvolvimento de terapias genéticas para a doengca em humanos.
Deste modo, os investigadores consideram ser possivel realizar ensaios clinicos de fase I/Il num

futuro préximo.®% 33

iPSCs como modelos
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Outra alternativa sdo os estudos in vitro. Estes permitem contornar a limitagdo de a doenga
nos modelos caninos ndo representar fidedignamente a Doenca de Best. Deste modo, os modelos
celulares derivados de doentes permitem a analise funcional direta de variantes patogénicas
humanas, com recurso a iPSCs, diferenciadas em células do epitélio pigmentar da retina (iPSC-RPEs),
sendo estas obtidas a partir de fibroblastos.** Adicionalmente, estudos anteriores com recurso a
modelos com EPR de doentes demonstraram boa resposta a terapia de substituicdo genética com
recurso a baculovirus, AAVs e lentivirus como vetores, nos casos em que nao existe ganho de fungao
com o gene, sendo que estes correspondem a maioria dos casos. ®° Contudo, as variantes que
consistem num mecanismo de ganho de fun¢do ndo podem ser tratadas através desta técnica, uma
vez que demonstram um efeito dominante negativo (dominant negative). Nestes casos em
especifico, de forma a desenvolver um tratamento eficaz ter-se-ia de ou silenciar o alelo mutado do
gene ou entdo silenciar de forma ndo seletiva ambos os alelos enddgenos e administrar o vetor com
a versdo funcionante do BEST1. Neste sentido, foi estudada uma estratégia com recurso a
ferramenta CRISPR/Cas9 em conjunto com a administracdo do gene funcionante, tendo esta

apresentado bons resultados, sendo, por isso, uma possibilidade de tratamento destes casos. 3

Técnicas para o tratamento da CNV

E ainda importante realgar que existem estudo in vivo, em modelos animais, e in vitro que
tiveram como objetivo testar o potencial da aplicagdo da tecnologia de CRISPR/Cas9 para a ablacdo
especifica do gene VEGFA nas células do EPR no tratamento da neovasculariza¢do coroideia, sendo
esta uma complicacdo dos estadios avancados da Doenca de Best. Estes ensaios demonstraram
resultados promissores com regressao da CNV, evidenciando o potencial das estratégias de edicdo
genética para controlar complicacbes neovasculares secundarias, que podem complementar
terapias genéticas direcionadas as mutacdes do gene BEST1.%®) Qutra estratégia desenvolvida para
o tratamento desta complicagdo envolveu o uso de AAVs como vetores para a supressao da
neoangiogénese, proporcionando um efeito terapéutico mais eficaz e duradouro em comparagao

com a administragdo repetida de inje¢cdes de agentes anti-VEGF.®”

Terapias genéticas na Retinosquisis ligada ao X

Vetores virais
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Atualmente, existem diversas terapias genéticas a ser estudadas para o tratamento da
Retinosquisis ligada ao X. O gene afetado, o RS1, é de pequenas dimensdes, sendo, por isso, possivel
utilizar os AAVs como vetor. Os modelos animais e celulares mostraram que o uso de inje¢es a base
de AAVs com versGes funcionantes do gene RSI1 eram seguras e apresentavam resultados
promissores.334% posteriormente, foram montados dois ensaios clinicos com recurso a dois vetores,
o AAV8-RS1 e o AAV2tYF-CB-hRS1. Estes ensaios foram, de forma geral, bem tolerados, mas, em
doses mais elevadas, a administracdo deste vetor provocou reac¢des inflamatdrias mais marcadas,
ainda que fosse possivel controlar esta inflamagdo com recurso a terapia imunossupressora tépica
e oral.” 384142 Contudo, ndo se observaram melhorias na acuidade visual dos participantes, sendo
gue este dado pode ser explicado pelo facto de estes vetores terem sido administrados através de
injecOes intravitreas. Uma outra hipdtese que pode explicar esta menor eficacia pode ser a
existéncia de um estado pro-inflamatdrio associado a doenca, levando a que, apds a administra¢do
das injecOes intravitreas, ocorra uma resposta imune marcada. Deste modo, tendo em conta as
limitagOes deste tipo de inje¢des, recentemente tem ocorrido o desenvolvimento de terapias
genéticas com recurso a abordagens sub-retinianas, existindo atualmente um ensaio pré-clinico que
utiliza um capsideo AAV44.9 que demonstrou uma maior eficacia com doses inferiores de vetor,
sendo que, se for bem-sucedido em ensaios clinicos humanos, podera ser utilizado no tratamento
da XLRS mas também de outras distrofias maculares. %

Um outro estudo realizado em 2023 realgou que o facto de esta distrofia macular apresentar
uma evolucdo lenta pode levar a que ndo seja possivel observar melhorias na acuidade visual num
curto espacgo de tempo tal como aconteceu nos estudos anteriormente descritos. Assim, os autores
sugerem que os estudos tenham uma duragao mais prolongada e que os participantes escolhidos
sejam mais jovens, com gendtipos nulos, ou seja, sem que haja ganho de fungdo, tenham uma
estrutura retiniana externa preservada e acuidade visual normal ou quase normal no inicio do
ensaio clinico. 44

Outro vetor testado foi o AAV2/4-RS1 com um promotor citomegalovirus, tendo este sido
testado em modelos animais com injecGes intravitreas e sub-retinianas. De forma semelhante ao
anteriormente descrito, o vetor utilizado demonstrou seguranga e resultados positivos, com
expressdao da RS1 detetada na retina interna nos olhos tratados por via intravitrea e na retina
externa nos tratados por via sub-retiniana, bem como melhoria da acuidade visual. Adicionalmente,
verificou-se que a via de injecdo sub-retiniana é mais eficaz quando comparada com a intravitrea,
mas apresenta mais riscos associados, como a possibilidade de descolamento de retina.?)

Mais recentemente, foi desenvolvido o vetor AAV.IVT18, que demonstrou maior seguranca

e eficacia comparativamente aos anteriores, sugerindo ser uma prometedora ferramenta
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terapéutica para a XLRS. Contudo, sdo necessarios ensaios clinicos para confirmar a sua eficacia em

humanos.*?

Organoides como modelos para o desenvolvimento de vetores virais

Numa perspetiva de criar modelos mais semelhantes ao humano, foram desenvolvidos
organoides de retina através de células estaminais pluripotentes induzidas de doentes com uma
mutagdo comum no gene RS1 (E72K), sendo que estes organoides mimetizam a estrutura e
funcionamento da retina humana. Posteriormente, administrou-se o vetor AAV2.7m8-RS1 e
verificou-se a expressdao da proteina RS1. Adicionalmente, verificou-se que nestes modelos, a
administragdo precoce do vetor conduzia a resultados mais favoraveis. Este estudo levanta,
contudo, algumas limita¢des tal como o facto de estes modelos ndao apresentarem, por exemplo,
uma monocamada de EPR, tal como ocorre no olho humano. Assim, o desenvolvimento de modelos
mais avancados é necessario para melhor avaliar esta estratégia terapéutica, ainda que estes dados
sejam promissores para estudos futuros.*>) Outros modelos foram também criados a partir de
células mononucleares do sangue periférico de um paciente com XLRS, criando a linha de iPSCs
denominada ZOCi004-A, mantendo esta a mutagdo no gene RS1, permitindo que esta linha seja

usada como modelo em estudos futuros.®®

Discussao

As distrofias maculares tal como a Doenca de Stargardt, a Doenca de Best e a Retinosquisis
ligada ao X representam um grupo complexo e heterogéneo de doencgas retinianas que
comprometem gravemente a qualidade de vida dos doentes ao provocarem a perda progressiva de
visdo central numa idade precoce.™ 2 Adicionalmente, as estratégias terapéuticas até a presente
data mostraram-se manifestamente escassas e ineficazes no controlo da progressao das distrofias
maculares, focando-se quase exclusivamente no controlo da sintomatologia provocada.® 7 Deste
modo, os avangos nas técnicas de edi¢do genética, que possibilitaram um rapido desenvolvimento
de terapias genéticas, parecem ser a chave para o desenvolvimento de tratamentos que permitam
o controlo eficaz destas patologia. Estas terapias genéticas emergem, assim, como uma abordagem
terapéutica revoluciondria que prometem corrigir diretamente o defeito molecular subjacente a
doencga. Neste sentido, as distrofias maculares sdo cada vez mais alvo de investigacdo e ensaios pré-

clinicos e clinicos, dada a sua prevaléncia e a diminui¢cdo da qualidade de vida dos doentes, bem
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como a possibilidade de aplicacdo destas terapias devido as caracteristicas da doenca e as condi¢Ges
especiais do olho enquanto alvo de terapias genéticas.

Comecando com a Doenca de Stargardt, tal como mencionado anteriormente, esta é a
forma mais comum de distrofia macular juvenil, sendo causada predominantemente por mutagdes
bialélicas no gene ABCA4. A deficiéncia funcional deste gene leva a acumulagdao de subprodutos
téxicos, causando danos progressivos no EPR, levando a perda de acuidade visual.®

O principal problema associado ao desenvolvimento de terapias genéticas para o
tratamento da STGD1 prendem-se com o tamanho do gene ABCA4. De facto, este ultrapassa a
capacidade maxima dos AAVs. Estes sdo considerados como os vetores mais seguros e eficazes,
sendo aqueles sobre os quais incidem o maior niumero de investigacdes. Assim, foi necessario
contornar esta limitacdo, tendo sido aplicadas diferentes estratégias.*® 1% 47)

Por um lado, em 2011 foi experimentado como vetor um lentivirus, uma vez que este tinha
capacidade suficiente para acomodar a informacdo genética a ser transmitida. Deste modo, foi
utilizado mais especificamente um EIAV. O virus em questdo, o EIAV-ABCA4, até produziu alguma
melhoria na acuidade visual e da estrutura da retina mas todos os pacientes registaram efeitos
adversos. Assim, devido as caracteristicas intrinsecas dos lentivirus aliado ao facto de ndo existirem
dados suficientes para comprovar a eficacia e seguranga dos mesmos, o uso de lentivirus como
vetores foi parcialmente abandonado, ja que os diferentes estudos se focaram noutros vetores.™
29 Contudo, seria relevante aproveitar os dados recolhidos até a data e, no futuro, com os
constantes avangos nas técnicas genéticas, aproveitar as informacgGes obtidas e talvez revisitar os
lentivirus como armas terapéuticas.

Por outro lado, foram testadas diferentes estratégias de vetores duplos, recorrendo a
divisdo do gene ABCA4 e entrega do mesmo por mais do que um vetor AAV e a sua posterior
reconstituicdo in vivo por recombinacdo homdloga, trans-splicing ou estratégias hibridas. Esta
ultima conduziu a bons resultados em modelos animais. Uma quarta estratégia para restaurar o
gene ABCA4 com recurso a inteinas demonstrou também ela ser eficaz em modelos animais.
Contudo, ainda existem algumas barreiras a utilizacdo destas abordagens tal como dificuldades da
co-transdugdo e na estabilidade da proteina reconstituida. Ainda assim, esta parece ser uma via
promissora, tendo até em conta a experiéncia existente com os AAVs. (20 23)

Uma terceira via com recurso a ferramenta de edicdo genética CRISPR/Cas9 parece ser
bastante interessante, existindo ja diversos estudos que demonstraram bons resultados na corregdo
de mutagdes no gene ABCA4 em modelos de células iPSCs. Adicionalmente, a utilizacdo da
ferramenta de edicdo de bases, que esta relacionada com a ferramenta CRISPR/Cas9, associada a
utilizacdo de um AAVs como vetor (AAV5-v2-SABE1) demonstrou bons resultados em modelos

16



celulares. Também a associagdo destas técnicas com a utilizacdo de inibidores da HDACS,
demonstrou beneficios no aumento da eficacia da edicdo genética. Deste modo, a partir destas
ferramentas pode ser possivel desenvolver terapéuticas eficazes, sendo que a utilizagdo simultanea
de diferentes técnicas pode ser altamente benéfica no aumento da eficacia do tratamento. 3%

O uso de compostos nao virais tal como nanoparticulas, os oligonucledtido antisenso e a
plataforma C3DNA demonstraram todos eficacia na expressdao do ABCA4 e estudos futuros podem
ajudar a melhor compreender a seguranca e eficacia destes. Assim, estdo ja planeados ensaios
clinicos que visam obter um maior e melhor conhecimento sobre estas abordagens, revelando a
confianca existente nestas armas terapéuticas. Contudo, ndo existem atualmente ensaios clinicos
com recurso a estes vetores pelo que a possibilidade da sua utilizacdo em contextos reais é, ainda,
desconhecida.(?% 2527

Deste modo, é factual que os estudos pré-clinicos demonstraram a possibilidade de reduzir
a acumulacdo de lipofuscina e preservar a integridade retiniana através destas estratégias. Um dos
maiores desafios no desenvolvimento de terapias genéticas para o tratamento da STGD1 sera
mesmo garantir a entrega eficaz do material genético e obter respostas sustentadas ao longo do
tempo. Para além disso, as evidéncias em ensaios clinicos ainda sdo muito limitadas, reforcando a
necessidade do desenvolvimento de protocolos clinicos e vetores adaptados de forma a obter
terapias genéticas seguras e eficazes.

Relativamente a Doenca de Best, esta caracteriza-se de uma forma geral pela acumulagao
de lipofuscina na macula como resultado de uma mutagdo no gene que codifica a bestrofina-1, o
BEST1. Ao contrario do que acontece como ABCA4, este gene é de reduzidas dimensdes, permitindo
assim a utilizagdo dos AAVs.V)

Com recurso ao AAV2/2-VMD2 em modelos caninos, o qual contem uma versdo funcionante
do gene BEST1, foi possivel observar a regressdo de lesdes causadas por esta distrofia macular nos
olhos tratados com este vetor. Nos olhos onde o AAV2/2-VMD2 ndo foi administrado ocorreu a
progressao natural da doenca. Desta forma, esta terapia genética apresentou bons resultados neste
modelo, tendo ainda apresentado um bom perfil de seguranca. Os autores reportaram ainda que
foi observada a reversdo de danos causados pela doenga em algumas fases desta. No entanto, é
importante realcar que a doenga no modelo canino ndo é exatamente igual a doeng¢a no humano,
sendo necessarios mais estudos para avaliar a eficdcia desta terapia. Ainda assim, os dados obtidos
permitem inferir que esta estratégia devera ser benéfica no tratamento da Doenca de Best em
humanos, estando ja previstos ensaios clinicos com recurso a esta técnica.3% 33
Os estudos in vitro com célula iPSCs também demonstraram resultados promissores no

tratamento de mutagbes que ndo conduziam a um ganho de funcdo. Nestes recorreu-se a diversos
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vetores e foi possivel testar este tipo de terapéuticas em modelos mais préximos do humano. Jdem
modelos em que a mutag¢do confere um ganho de fungao, a estratégia testada passou pela tentativa
de, através da ferramenta de edigdo genética CRISPR/Cas9, silenciar o alelo mutado do gene ou
entdo silenciar de forma ndo seletiva ambos os alelos enddgenos e simultaneamente proceder a
administracdo do vetor com a versao funcionante do BEST1. Esta estratégia apresentou também ela
bons resultados, sendo que o desenho de um ensaio clinico pode ajudar a comprovar a viabilidade
desta estratégia.33%

Ainda assim, ndo existem atualmente ensaios clinicos de terapias genéticas para o
tratamento da Doenca de Best, pelo que sera necessario ainda algum tempo e numerosos estudos
até existirem avancos significativos no desenvolvimento de terapias genéticas focadas no
tratamento desta distrofia macular.

Por fim, a Retinosquisis ligada ao X caracteriza-se por muta¢des no gene RS1. Esta mutacdo
afeta a retinosquisina, levando a separa¢do das camadas internas da retina com formacgdo de
cavidades cisticas. A semelhanca do que acontece na doenca de Best, o gene afetado é de pequenas
dimensodes, levando a que a utilizacdo de AAVs seja bastante comum na tentativa de desenvolver
terapias genéticas eficazes.> 13

Alavancados pelos resultados positivos de ensaios pré-clinicos, foram montados ensaios
clinicos com recurso a dois vetores, o AAV8-RS1 e o AAV2tYF-CB-hRS1. Em doses mais baixas, a
administracdo destes vetores demonstrou ser bastante segura. No entanto, ndo se verificaram
melhorias na acuidade visual dos participantes. Este facto pode ser explicado pela via de injecdo
intravitrea e pelo estado pré-inflamatdrio da retina. Mais recentemente, um estudo permitiu
também compreender que possivelmente esta aparente auséncia de resposta pode ser justificada
pela evolugdo lenta da patologia em estudo, pelo que o desenvolvimento de ensaios clinicos mais
longos podera levar a demonstracdo de uma melhoria da acuidade visual. Ainda assim, é também
importante o diagndstico precoce da XLRS ja que uma estrutura retiniana externa danificada pode
comprometer o sucesso deste tratamento. Adicionalmente, a alteracdo da via de administracdo
para sub-retiniana pode constituir uma vantagem considerdvel no aumento da eficdcia desta
estratégia terapéutica, tal como foi demonstrado em estudos pré-clinicos com recurso ao capsideo
AAV44.9,38 41, 42)

Um outro vetor testado, o AAV2/4-RS1 com um promotor citomegalovirus, também
conduziu a expressdo da RS1, sendo que as inje¢Ges por via sub-retiniana aparentam ser mais

eficazes, mas com mais riscos associados comparativamente a via intravitrea®?),
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Contudo, o vetor AAV.IVT18 estudado mais recentemente parece ser o mais vantajoso uma
vez que apresenta maior seguranca e eficacia do que qualquer outro vetor testado na Retinosquisis
ligada ao X.40

Todos estes estudos preparam o terreno para ensaios clinicos futuros mais eficazes, que
poderdo tornar a terapia genética da XLRS numa opc¢ao clinica valida.

Na tabela Il encontram-se resumidas as principais vantagens, limitacdes e o estado de
desenvolvimento dos vetores virais, ndo virais e edigcdao genética.

O desenvolvimento das terapias genéticas para cada uma das distrofias maculares
mencionadas esta interligado, refletindo avancos e desafios partilhados entre as varias patologias.
De facto, uma vez que existe partilha de mecanismos e vetores entre as diferentes abordagens, o
conhecimento obtido a partir de um estudo especifico de uma destas patologias pode ser
igualmente relevante para a descoberta de novas estratégias focadas noutras distrofias maculares
ou até de outras doencas hereditdrias. Para além disso, a maioria dos desafios encontrados pelos
autores dos artigos de todas as distrofias maculares sdo idénticos. Entre estes desafios destacam-
se:

. A dificuldade na entrega e penetracdo do vetor como consequéncia da barreira
anatdmica da retina. Neste sentido, compreende-se que a via intravitrea apresente uma taxa de
eficdcia menor, uma vez que o material administrado nesta técnica tem mais dificuldade em
alcangar camadas profundas como o EPR, os fotorreceptores e células bipolares. As inje¢des sub-
retinianas por sua vez sdo mais eficazes nesta tarefa mas a sua aplicagdo acarreta uma pratica mais
invasiva e associada a ocorréncia de mais efeitos adversos;

° A expressdo sustentada no tempo parece ainda ser uma limitacdo significativa
destas abordagens;

. A dosagem necessaria para provocar efeitos terapéuticos é ainda desconhecida,
podendo levar a ocorréncia de toxicidade;

° A resposta imune compromete a eficacia e a seguranga dos vetores virais;

° A dificuldade na avaliacdo da eficacia no ambito clinico das terapias genéticas bem
como de biomarcadores, existindo diversos estudos que se focam na definicao destes parametros;

. A heterogeneidade de mutag¢des implica o recurso a estratégias personalizadas.

Deste modo, os resultados referentes as trés distrofias maculares discutidos nesta tese
evidenciam avancos significativos no desenvolvimento de terapias genéticas para o tratamento
destas doencas, com principal destaque para o uso de vetores virais tal como os AAVs, que ja
atingiram estadios avancados de desenvolvimento clinico. A eficacia demonstrada na entrega do

gene através destes vetores e a capacidade de manutengdo da expressdao do mesmo sugere que
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estas estratégias podem ter um impacto clinico potencialmente transformador no ambito das
distrofias maculares, oferecendo esperanca para o tratamento de doengas anteriormente
incuraveis. Contudo, as limitagGes identificadas inerentes aos vetores virais, tal como o risco de
imunogenicidade e a capacidade limitada destes vetores, representam desafios que ainda precisam
de ser ultrapassados de forma a garantir a seguranca e eficacia a longo prazo. Assim, é relevante
reforcar a importancia de continuar a pesquisa de alternativas tal como os vetores ndo virais e de
tecnologias de edigdo genética, como o CRISPR/Cas9, que, apesar de ainda estarem numa fase pré-
clinica ou inicial em ensaios clinicos, apresentam um elevado potencial para tratamentos mais
personalizados e duradouros.

No entanto, embora promissoras, a maioria dos estudos anteriormente mencionados
requerem a execucdo de mais estudos para validar a seguranca, eficacia e viabilidade clinica das
terapias genéticas, especialmente no contexto das distrofias maculares, caracterizadas por uma
elevada heterogeneidade genética e fenotipica. Assim, observa-se que é necessaria uma
abordagem multidisciplinar para permita a implementacao clinica das terapias genéticas, de forma
a que os avangos observados até aqui se traduzam efetivamente em beneficios clinicos para os
doentes.

A drea das terapias genéticas esta em rapida evolugdo, permitindo o desenvolvimento de
estratégias capazes de contornar os constantes desafios encontrados. Por um lado, espera-se que
decorram diversos ensaios clinicos que se irdo traduzir em novos conhecimentos, possibilitando o
aperfeicoamento das técnicas a ser testadas e, possivelmente, o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas. Por outro lado, a constante pesquisa de novas armas terapéuticas tal como
vetores com maior capacidade, mais eficazes e com melhores perfis de seguranga pode permitir o
desenvolvimento de novas terapias genéticas. Também os constantes avancos na ferramenta
CRISPR/Cas9 podem constituir no futuro um tratamento permanente. Adicionalmente, existem
modelos pré-clinicos cada vez mais avancados tal como os organoides retinianos derivados de
células iPSCs, os quais permitem estudar as estratégias terapéuticas de forma mais rapida e precisa.
O recurso a terapias combinadas também ird contribuird para um melhor tratamento. Por fim, a
inteligéncia artificial também promete vir revolucionar o desenvolvimento de terapias genéticas,
existindo neste momento artigos cujo foco se prende com a utilizacdo desta ferramenta de forma a
avaliar a eficacia do tratamento.“®

Apesar do esforco para realizar uma revisdo abrangente e atualizada, este trabalho
apresenta algumas limitagdes metodoldgicas que devem ser reconhecidas. Em primeiro lugar, pode
ter ocorrido viés de publicacdo, uma vez que estudos que apresentem resultados negativos ou
inconclusivos tendem a ser menos frequentemente publicados, influenciando, assim, a perce¢do da
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eficacia das terapias genéticas. Para além disso, esta revisdo incluiu apenas artigos redigidos em
inglés, o que pode ter levado a exclusdo de dados relevantes publicados noutras linguas.
Adicionalmente, dado o ritmo acelerado de desenvolvimento nesta area, é possivel que estudos
muito recentes, particularmente pré-publicagdes ou artigos aceites mas ainda ndo indexados nas
bases de dados consultadas, ndo tenham sido incluidos, o que poderd afetar a atualidade de
algumas das conclusdes apresentadas. Por fim, uma vez que muitos estudos estdo em fase inicial,
nao é possivel inferir acerca dos efeitos e eficacia das terapias genéticas a longo prazo. Assim, estas

limitagGes devem ser tidas em conta na interpretacao dos dados obtidos nesta tese.

Recomendacgodes para investigagdes futuras

Ao longo desta tese, foram realgados alguns fatores que constituiram entraves na obtengao
de alguns dados referentes as terapias genéticas atualmente em desenvolvimento. Neste sentido,
seria relevante em estudos futuros realizar protocolos mais prolongados para monitorizar os efeitos
adversos, a durabilidade da resposta terapéutica e a qualidade de vida dos pacientes tratados com
terapias genéticas. Além disso, serd essencial desenvolver técnicas e metodologias capazes de
melhor avaliar a eficacia de cada terapéutica, permitindo a comparacgdo direta entre as diferentes
técnicas, e identificar biomarcadores especificos que permitam um diagndstico precoce dos
doentes e o acompanhamento da resposta terapéutica. Importa ainda salientar que os ensaios
clinicos realizados até a data tém incluido amostras reduzidas e com caracteristicas muito
especificas, o que limita a generalizacdo dos resultados, pelo que seria benéfico a inclusdo em
estudo de pacientes em diferentes estadios da doenca. Por fim, destaca-se a atual escassez de
iniciativas direcionadas ao desenvolvimento de terapias eficazes para o tratamento de outras
formas de distrofias maculares, sendo, por isso, prioritdrio alargar o foco da investigacdo a essas

patologias.

Conclusao

Em conclusdo, as distrofias maculares hereditarias permanecem um desafio em
oftalmologia, devido a sua natureza degenerativa, a diversidade genética, ao impacto severo na
visdo dos doentes e a falta de terapéuticas eficazes. No entanto, as abordagens de terapias genéticas
emergentes analisadas nesta tese desde a substituicdo de genes mutados por vetores virais até a
corregdo direta do genoma via CRISPR/Cas9 inauguram uma nova era de esperanca para os doentes
afetados por estas patologias e abrem novas perspetivas para o tratamento destas patologias. Os
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primeiros dados, incluindo a aprovagdo pioneira de uma terapia genética para uma doenca ocular
e os varios ensaios clinicos em curso, demonstram um potencial de restaurar ou preservar a fungao
visual e, consequentemente, melhorar a qualidade de vida dos pacientes, ainda que subsistam
desafios relativos a seguranca e eficdcia a longo prazo, eficiéncia de entrega e custo. Assim, conclui-
se que estas armas terapéuticas, apesar de ainda se encontrarem numa fase embrionaria, tem bases
sélidas para, num futuro préximo, evoluir de um conceito promissor para uma realidade clinica,
alterando de forma real o paradigma de tratamento destas doengas. Assim, a continua investiga¢do
nesta area é fundamental para transformar avancos cientificos em terapias eficazes que possam

fazer a diferenca na vida dos individuos afetadas por estas doencas.
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Apéndice

Tabela I- Critérios de inclusdo e exclusdo.

Critérios de inclusdao

Critérios de exclusao
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Tabela II- Comparacgdo das vantagens, limitacGes e etapas de desenvolvimento dos vetores virais,

nao virais e edigao genética.

gene
Expressao

prolongada do

genética (ex. AAV)
Potencial

imunogenicidade

Etapa de
Abordagem Vantagens Limitagoes
desenvolvimento
Vetores Elevada eficiéncia Capacidade e Clinico — diversos
. . na entrega do limitada de carga ensaios clinicos
virais

em curso

gene Risco de
Elevado integracdo no
conhecimento e genoma
estudo
Vetores nio Menor Eficiéncia de e Pré-clinico / inicio

doenca
Potencial para

cura definitiva

entrega eficaz ao
tecido retiniano

Questodes éticas

fiEte imunogenicidade entrega de ensaios clinicos
Facil utilizagao geralmente
Maior capacidade inferior
de carga Expressao
tempordria do
gene
Necessidade de
otimizagdo da
técnica para a
retina
Edicao Capacidade de Risco de efeitos e Pré-clinico; alguns
genética corre¢do do gene off-target ensaios clinicos
causador da Desafios na iniciais
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