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RESUMO

As distrofias hereditarias de retina abrangem um amplo nimero de doengas
caracterizadas por lenta e progressiva degeneracdo da retina. Sao o resultado
de mutacdes em genes expressos em fotorreceptores e no epitélio pigmen-
tado da retina. A heranca pode ser autossdmica dominante, autossomica
recessiva, ligada ao X recessiva, digénica ou heranga mitocondrial. Atual-
mente nao ha tratamento para essas doengas e 0s pacientes convivem com
aperda progressiva da visao. O aconselhamento genético e o suporte para
reabilitacdo tém indicacdo nestes casos. Pesquisas envolvendo a base
molecular e genética dessas doengas estd continuamente em expansio e
ampliam as perspectivas para novas formas de tratamento. Dessa forma,
a terapia génica, que consiste na insercao de material genético exdgeno
em células de um individuo com finalidade terapéutica, tem sido a principal
forma de tratamento para as distrofias hereditdrias de retina. O olho é um
6rgdo peculiar para a terapia génica, pois € anatomicamente dividido em
compartimentos, imunologicamente privilegiado e com meios transpa-
rentes. A maioria das doencas oculares tem defeitos em genes conhecidos.
Além disso, hd modelo animal bem caracterizado para algumas condicdes.
Propostas para pesquisa clinica em terapia génica nas degeneragdes reti-
nianas hereditarias com defeito no gene RPE65, recentemente tiveram
aprovagao ética e os resultados preliminares obtidos trouxeram grandes
expectativas na melhora da qualidade de vida dos pacientes.

Descritores: Retina; Oftalmopatias hereditarias; Terapia de genes; Vetores genéticos;
Técnicas de transferéncia de genes

INTRODUCAO

Terapia génica consiste na insercdo de material genético exégeno em
células de um individuo com finalidade terapéutica.

A transferéncia tem como objetivo recuperar a fungdo de um gene,
atribuir uma nova atividade génica ou potencializar a atividade dos genes
ativos. Com estes objetivos, esta terapia pode ser aplicada tanto para doencas
genéticas quanto para adquiridas’? (Quadro 1).

O olho € um 6rgao peculiar para a terapia génica, pois é anatomicamen-
te dividido em compartimentos (situacdo ideal para insercdo precisa do
vetor no tecido de interesse), imunologicamente privilegiado e com meios
transparentes. A maioria das doencas oculares tem defeitos em genes
conhecidos e tem progressdo lenta permitindo maior tempo para tratamento.
O RetNet, Retinal Information Network (disponivel em http://www.sph.
uth.tmc.edu/retnet/), € um banco de dados online sobre os genes da retina.
Além disso, hda um modelo animal bem caracterizado para algumas condi-
¢oes, facilitando a pesquisa pré-clinica.
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Para a terapia génica em degeneracdes retinianas € desejavel
que o gene inserido se expresse por um longo tempo e tenha
regulacdes apropriadas. Existem muitas degeneracdes retinia-
nas monogénicas e algumas dessas doencas sdo candidatas a
terapia génica, pois, até o momento, ainda ndo hd outro trata-
mento.

Ha duas principais estratégias de tratamento para degenera-
¢oes retinianas em fase de experimentagdo: inje¢do intraocular
de fatores de crescimento e restauracio da fungédo por transfe-
réncia de genes a células®.

O gene terapéutico pode ser introduzido num individuo de
duas formas: in vivo ou ex vivo. Na técnica in vivo a introducao
do gene ocorre diretamente no organismo, enquanto que na
técnica ex vivo, as células sao retiradas do individuo, modifica-
das geneticamente e depois reintroduzidas.

A introdugdo de genes na retina pode ser realizada por vrias
vias, tais como: injecao intravitrea, sub-retiniana e intracameral
(Figura 1). Inje¢ao intravitrea € um método facil e relativamente
seguro, mas hd complicagdes como hemorragia vitrea, desco-
lamento de retina e endoftalmites. Tém sido mais utilizada
para transfectar células ganglionares. Inje¢do sub-retiniana,
com ou sem vitrectomia, que produz um desprendimento local
e transitério da retina tem sido o método de escolha para acessar
a camada de fotorreceptores e epitélio pigmentado da retina
(EPR). Injecdo intracameral é mais utilizada para células do
segmento anterior do olho (endotélio corneano, epitélio pig-
mentado da iris, corpo ciliar)®.

Inicialmente, deve-se definir o cassete de expressdo génica,
que é uma sequéncia de DNA contendo as informacdes do gene
de interesse e dos elementos regulatérios que vao controlar
sua expressao!?,

Um segundo ponto relevante consiste em se determinar o
veiculo (ou vetor) que carregard o cassete de expressao até a
célula-alvo®.

O vetor ideal possui algumas caracteristicas importantes,
como: baixa imunogenicidade e citotoxicidade, capacidade de
expressar de forma estdvel e duradoura o transgene, direciona-
mento para tipos especificos de células ou tecidos, baixo custo,
facil manipulacao e producdo em larga escala e a possibilidade
de regular o tempo de expressao do gene exdgeno.

Até o momento ndo foi possivel produzir este vetor ideal,
mas, levando em consideracdo o tecido-alvo, doenca, duracdo
do tratamento, aplicacio in vivo ou ex vivo, tratamento localizado
ou sistémico, resposta imunoldgica, tamanho do transgene e
interferéncia de elementos regulatdrios, € possivel determinar o
melhor vetor que carregard o material genético e o introduzird na
célula-alvo, que passard a expressd-lo“.

A utilizacdo de vetores virais para a transferéncia génica é o
método mais comum. Outras formas incluem principios fisicos
ou quimicos (Quadro 2).

Um método fisico bastante conhecido é a eletroporacao.
Neste sistema, pulsos elétricos alternados sdo aplicados a cé-
lulas que estdo em contato com uma solugdo de DNA plasmidial.
A corrente gerada é capaz de formar poros na superficie celular,
facilitando a entrada do material genético nas células®.
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Quadro 1. Patologias onde pesquisas clinicas com terapia génica
sao utilizadas

Indicacoes Quantidade %
Cancer 896 66,5
Doencas cardiovasculares 121 9,0
Doengas monogénicas 110 8,2
Doengas infecciosas 89 6,6
Doengas neuroldgicas 17 1,3
Doencas oculares 12 0,9
Outras doengas 26 1,9
Marcadores genéticos 50 3,8
Voluntarios saudaveis 26 1,9

Adaptado de The Journal of Gene Medicine, 2008 - www.wiley.co.uk/genmed/
clinical em janeiro/2009
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Figura 1 - Diagrama esquematico do olho mostrando as principais vias
de administracdo dos vetores. Na via sub-retiniana a injecao é feita
entre a retina neurossensorial e o epitélio pigmentado da retina (EPR),
resultando na separacdo temporaria dessas duas camadas que
reabsorve espontaneamente. A injecao intravitrea acontece no espago

vitreo. A injecdo intracameral € administrada na camara anterior.

Quadro 2. Vetores utilizados nas pesquisas clinicas em terapia

génica
Vetor Quantidade %
Adenovirus 342 24,8
Retrovirus 307 22,3
Plasmideo/DNA 246 17,8
Lipofeccao 102 7,4
Virus vaccinia 93 6,4
Poxvirus 88 6,4
Virus Adeno-Associado 54 3,9
Virus herpes simplex 43 3,1
RNA/Transferéncia 19 1,4
Outras categorias 44 3,2
Desconhecidos 41 3,0

Adaptado de The Journal of Gene Medicine, 2008 - www.wiley.co.uk/genmed/
clinical em janeiro/2009.
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A biobalistica ou “gene gun” € outro método fisico impor-
tante, onde microesferas de ouro ou tungsténio cobertas com
DNA sdo aceleradas por um gés carreador que projeta estas
esferas contra células, promovendo a entrada deste DNA no
nidcleo das células bombardeadas®®.

Os métodos quimicos consistem na intera¢do entre um lipi-
deo catidnico (lipoplexo) ou polimero catiénico (poliplexo) e o
DNA, onde a carga positiva do complexo interage com o grupa-
mento fosfato do DNA. A internalizacdo celular ocorre por
endocitose e o vetor é degradado no citoplasma deixando a
molécula de DNA livre para entrar no niticleo®®.

VETORES VIRAIS

Atualmente é o método mais utilizado para terapia génica
devido a alta eficiéncia de transfeccdo.

Os virus sdo modificados para que fiquem deficientes em
replicacdo e capazes de transferir seu material genético para
células-alvo. Isso acontece através da delecdo de genes virais
envolvidos na proliferacdo viral e substitui¢ao destes pelo gene
de interesse. Genes importantes no desenvolvimento da doenca
também sdo inativados.

As familias de virus mais conhecidas e utilizadas em proto-
colos de transferéncia gé€nica sdo: os retrovirus, adenovirus,
virus adeno-associado e herpes simples virus.

Retrovirus

Lentivirus e oncorretrovirus fazem parte da familia dos
retrovirus. Retrovirus sdo virus de RNA fita simples, transcrito
para DNA pela transcriptase reversa que o virus carrega e inte-
grado no genoma da célula infectada. Os lentivirus t€ém a capa-
cidade de transfectar células quiescentes. Ja os oncorretrovirus
tém preferéncia por células em divisdo, como tumores oculares.
Sua propriedade de integra¢do ao genoma hospedeiro acen-
tua a possibilidade de garantir a expressdo estavel do transgene.

No entanto, existem problemas como a integracao aleatéria
dos retrovirus no genoma hospedeiro podendo inserir-se no
meio de outro gene modificando sua expressdo naquela célula.
Outro problema de grande importancia € a questdo de segu-
ranca na manipulacido de vetores virais baseados em virus
como o HIV7®,

Takahashi et al., constataram que o uso do HIV como vetor é
util na transfeccao das células fotorreceptoras apenas em dege-
neragdes retinianas recessivas. O vetor ndo produziu efeitos
adversos, mostrando ser seguro”.

Bainbridge et al., descreveram a consequéncia do uso de
lentivirus HIV na transfeccao celular. De acordo com esses
autores, a inje¢ao sub-retiniana promoveu transfec¢ao eficiente e
estdvel do EPR e baixa transfeccio das células fotorreceptoras.
Porém, a injecdo intravitrea foi ineficiente®.

Adenovirus

Para transfeccao eficiente in vivo foram elaborados vetores
adenovirais. Adenovirus sdo pequenos virus de DNA dupla fita.
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Esses vetores conseguem infectar a maioria dos tipos celulares
de mamiferos, além de ser possivel purifica-los em larga escala.
Entretanto, o efeito citotéxico nas células infectadas causa
diminuicdo da expressdo do transgene.

Lietal., observaram que apds injecao sub-retiniana, houve
alta eficiéncia de transfeccao do EPR, mas pouca transfec¢do das
células fotorreceptoras. Observou também, que essas células
podem ser melhor transfectadas se estiverem em processo de
desenvolvimento ou degeneracdo. Em ambos os casos, os fotor-
receptores sdo mais acessiveis ao virus®.

O problema estd no fato de algumas das degeneracdes
retinianas terem inicio tardio ou o diagndstico ser confirmado
muito tempo apds o nascimento.

Bennett et al., demonstraram que os vetores adenovirais
podem levar o gene exdgeno até as células do espago sub-
retiniano - células fotorreceptoras, células de Muller e células do
EPR. A transferéncia génica para essas células ocorreu apenas
quando o adenovirus foi injetado no espago sub-retiniano. Ob-
servaram também regeneracdo e reorganizacdo dos segmentos
externos dos fotorreceptores no periodo de duas semanas!?.

Nesse mesmo estudo, Bennett et al., reportaram que a tran-
feccdo da retina neurossensorial em camundongos adultos
requer a injecdo de altos titulos de adenovirus. Entretanto, hd a
possibilidade de toxicidade direta das células, especialmente
as células adjacentes ao EPR!?,

Virus Adeno-Associado (AAV)

O genoma do AAV contém uma fita simples de DNA. Nas
células humanas o virus fica latente, sua ativagdo ocorre na
presenca de um virus auxiliador, como o adenovirus ou herpes
simples virus.

O AAV ¢ uma atraente alternativa, pois nfo estd associado a
nenhuma doenga em humanos. Pode infectar grande variedade
de células, ¢ menos imunogénico e transfecta fotorreceptores com
mais eficiéncia que os adenovirus. Por ter tamanho reduzido, o
virus € capaz de penetrar nas camadas da retina mais facilmente.

Os vetores AAV tém como limitagdes sua dificil preparacao
em altos titulos, tamanho reduzido do inserto que o vetor conse-
gue acomodar e necessidade de co-infecg@o das células com o
virus auxiliador para facilitar a conversdo da simples fita de
DNA em DNA dupla fita.

O primeiro caso mostrando a capacidade dos AAV em trans-
fectar células fotorreceptores foi reportado por Ali et al. Neste
estudo, ap6s inje¢do sub-retiniana de particulas de AAV codi-
ficando o gene repdrter LacZ em olhos de camundongos, foi
demonstrado transfec¢@o de todas as camadas da retina neuros-
sensorial com sucesso. Sendo que a eficiéncia de transfec¢ao
das células fotorreceptoras com AAV foi significativamente
maior que a obtida com vetores adenovirais'V.

Jomary et al., demostraram que além da capacidade do AAV
em transfectar todas as camadas da retina neurossensorial,
também era util no tratamento das degeneracdes retinianas,
pois, os olhos dos camundongos tratados mostraram aumento da
sobrevivéncia de fotorreceptores e aumento da sensibilidade
a luz, medida pela eletrorretinografia?.

$ 8/9/2009, 15:35



) IEEEESNTT T T ]

T ‘ 72(4)22.pmd 563

Terapia génica em distrofias hereditdrias de retina

VETORES NAO VIRAIS

Vetores ndo virais de transferéncia génica sdo mais faceis de
manipulacio, produgdo e purificacdo em larga escala do que os
vetores virais.

Embora estudos demonstrem que vetores ndo virais sejam
menos eficientes, possuem a vantagem de baixa toxicidade e
imunogenicidade. Também podem ser usados para aumentar a
eficiéncia da transfecg@o por vetores virais como descrito por
Hodgson, Solaiman, que obtiveram maior eficiéncia de trans-
feccdo retroviral utilizando um lipossomo catidnico?.

Recentemente, estudos utilizando nanoparticulas de DNA
mostraram ser uma boa alternativa para o uso de lipossomos, ja
que sdo mais eficientes na transfeccéo, causam menos toxicida-
de, provando ser um ttil veiculo para DNA. A nanoparticula
contém um segmento de DNA ou RNA empacotado em um
polimero catidnico. Essas particulas penetram pela superficie
celular e atingem o nicleo em curto periodo de tempo¥.

Farjo et al., observaram que dois dias ap6s injecdo intravi-
trea ou sub-retiniana de nanoparticulas contendo o gene re-
pérter proteina verde fluorescente (GFP- Green Fluorescent
Protein) em olhos de camundongos adultos houve alta taxa de
expressdo do gene em vdrios tecidos oculares. Injecdo intra-
vitrea levou a alta expressdo de GFP na retina (células gan-
glionares e camada plexiforme interna) e segmento anterior
(cornea, trabeculado e cristalino). Com inje¢do sub-retiniana
houve alta taxa de GFP expresso na camada nuclear externa,
EPR e nervo 6ptico. A nanoparticula ndo se limitou a drea de
administragdo e ndo houve evidéncia de inflamacdo. Dessa
forma, as nanoparticulas provaram ser dteis para multiplos
tipos de doengas oculares!.

TERAPIA GENICA VISANDO NEUROPROTEGAO

A observacdo que a apoptose possa ser manipulada por
fatores de crescimento sugeriu uma alternativa terapéutica
para muitas doencas degenerativas, dentre elas as doencgas
degenerativas do olho!®,

O estudo de Fakrorovich et al., foi a primeira indicag¢do de
viabilidade desta técnica. Injecdes de bFGF (Fibroblast Growth
Factor) no olho de ratos, resultaram em longo tempo de sobre-
vivéncia dos fotorreceptores. A desvantagem do bFGF ¢ sua
grande especificidade, sendo influenciado por diferentes tipos
celulares"”. Borhani et al., estudaram a quantidade do fator
bFGF por injecdo intravitrea e seus efeitos. Constataram, por
exemplo, que em coelhos, altas doses desse fator poderiam cau-
sar catarata, tracdo vitrea e vitreorretinopatia proliferativa'®.

Estudo realizado por Cayouette et al., demonstrou que inje-
cdo intravitrea de CNTF (Ciliary Neurotrophic Factor) aumenta
a sobrevivéncia dos fotorreceptores e a amplitude da resposta
de bastonetes a luz na eletrorretinografia. Esses efeitos foram
acompanhados por significantes mudangas na morfologia dos
segmentos dos fotorreceptores e elevacdo do contetdo total
de rodopsina na retina'®.
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Essa forma de tratamento tem a vantagem de ser efetiva em
doencas com mutagdes genéticas desconhecidas. Possui a
desvantagem do baixo tempo de efeito do fator neurotréfico,
durando até um més em animais.

Repetidas injecdes intravitreas da proteina apresentam
dificuldades e riscos como descolamento de retina ou endof-
talmites.

Para evitar esse problema, a Neurotech Pharmaceuticals
desenvolveu uma técnica onde células do EPR sdo encapsula-
das em um pequeno dispositivo que lentamente libera CNTF
intraocular. Esse processo foi usado pelo grupo de Aguirre em
cdes com retinose pigmentar por muta¢cdo no gene PDE6B
e provou ser eficiente, prevenindo a grave perda de fotorre-
ceptores?®?,

Atualmente pesquisas clinicas utilizando o produto Neuro-
tech estdo em fase II/III para o tratamento de doencas relacio-
nadas a retinose pigmentar.

RETINOSE PIGMENTAR

O termo retinose pigmentar (RP) € usado para um grupo de
distrofias retinianas progressivas e hereditérias. E caracterizada
por dificuldade ou auséncia de adaptacdo ao escuro, perda de
campo visual periférico, perda da acuidade visual até cegueira
total, visdo de cores anormal e fotofobia®". O padrao de heranga
pode ser autossomico dominante (AD), autossdmico recessivo
(AR), ligado ao X recessivo ou isolado®?.

Ha mais de 40 genes diferentes relacionados com a RP. No
gene da rodopsina (RHO, 3q21-q25), que codifica o pigmento
fotossensivel nos bastonetes, foram descritos mais de 150
mutacdes responsdveis pela forma AD®?.

Doencas com heranga AR ou ligada ao X recessiva aconte-
cem por falta de uma funcdo de um gene. Nesse caso, a terapia
génica atua na introducio de uma cépia do gene ausente. Na
heranca AD, mutacdes em um gene especifico sdo responsaveis
pela doenca. A terapia génica visa inativar o efeito desse gene
defeituoso seguido de sua reposi¢cdo apds correcdo da estrutura
mutada-?.

Nesse contexto, para evitar que a mutacdo heterogénea
presente no gene da rodopsina cause retinose pigmentar AD,
a estratégia de terapia génica, que estd em estudo, envolve a
supressao do gene RHO utilizando um RNA de interferéncia
(RNAI) e a reposicdo do gene modificado de forma a escapar
da supressdao®.

Essa técnica consiste na supressdo dos alelos mutados. A
supressdo ocorre por uma sequéncia de nucleotideo comple-
mentar a sequéncia que sofreu mutacao e que estd causando a
doenca. Ap6s a supressao da mutagdo e dos alelos € realizada a
reposicao desse gene com o cédon modificado, permitindo a
correta traducdo da proteina®+2,

Recentemente a equipe de Peter Humphries obteve sucesso
com esta técnica, onde realizaram pela primeira vez um experi-
mento in vivo, podendo mostrar a eficiéncia desse método®.

Através de injec@o sub-retiniana de vetores AAV com o sis-
tema de expressao do RNAi em olhos de camundongos, obser-
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varam a supressio de 88% do gene RHO. A funcionalidade do
gene inserido contendo o c6don modificado ficou demonstrada
pelo eletrorretinografia (ERG)?,

DOENCA DE STARGARDT

O gene ABCA4 (8.9 kb) estd localizado no braco curto do
cromossomo 1 e codifica a proteina ABCR, no segmento exter-
no dos fotorreceptores. Com heranca AR, os fenétipos causados
por mutagdes no ABCA4 incluem RP, doenga de Stargardt,
distrofia de cones e bastonetes e fundus flavimaculatus®®.

A proteina ABCR estd envolvida no transporte ativo de
all-trans-retinal e fosfatidiletanolamina pela membrana dos
discos intercalares dos fotorreceptores, auxiliando a eliminacao
desses componentes. Perda ou reducdo da funcio da proteina
ABCR causa elevagdo de fosfatidiletanolamina no segmento
externo dos cones e no EPR, que reage com all-trans-retinal
formando um composto A2E téxico. O aumento anormal de
AZE predispde a disfung@o e/ou morte do EPR seguido de perda
dos fotorreceptores®”.

Nomeado de StarGen, a terapia génica utiliza um vetor
lentiviral para a transferéncia de um gene ABCA4 normal aos
fotorreceptores®®.

Kong et al., conseguiram eliminar o actimulo de lipofucsina
apos injecdo sub-retiniana em camundongos com a técnica do
StarGen, mostrando ser um método eficiente para o tratamento
de doengas causadas por mutagdes no ABCA4®®.

Allocca et al., recentemente obtiveram sucesso com a alte-
racdo do vetor adeno-associado que carrega pequenos insertos
de gene (4.7 kb). A alteracdo feita no capsideo do vetor possibi-
litou a incorporag@o de insertos maiores que 8.9 kb, permitindo a
insercdo do gene ABCA4. Os resultados da pesquisa mostram
significante corre¢@o dos niveis de lipofucsina (A2E), das anor-
malidades no EPR e na fungdo retiniana apés injecdo sub-
retiniana em camundongos. A atividade foi estavel até seis me-
ses, o periodo mais longo de tratamento descrito in vivo®.

SINDROME DE USHER

A sindrome de Usher é um grupo de desordens AR caracte-
rizadas por perda congénita neurossensorial da audic¢do, disfun-
¢do vestibular, associada a RP.

A Usbher tipo 1 (USH1) caracteriza-se por arreflexia vestibu-
lar, surdez congénita profunda, enquanto a RP aparece na infan-
cia ou juventude. Na Usher tipo 2 (USH2) as respostas vestibula-
res sdo normais, a surdez também € congénita, mas tende a ser
moderada e a RP se desenvolve na juventude. A Usher tipo 3
(USH3) caracteriza-se por respostas vestibulares variadas e
perda progressiva da audi¢@o e visdo na adolescéncia®3?,

Os sete locus paraa USH1 (USH1A até G), sdo localizados
respectivamente nos cromossomos 14q32, 11q13.5, 11p15.1,
10g921-g22, 2121, 10g21-q22 e 17q24-q25. Os quatro locus
paraa USH2 (USH2A até D) foram mapeados nos cromossomos
1q41,3p24.2-p23, 5q14 e 9q932-q34. O gene da USH3 esta loca-
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lizado no cromossomo 3q21-q25®. Estes genes codificam as
estruturas ciliares de conexdo no segmento intermedidrio dos
fotorreceptores. Mutagdes nestes genes causam doencas cha-
madas ciliopatias, dentre elas a sindrome de Usher.

O gene USHIB localizado no cromossomo 11q13.5, pri-
meiro a ser identificado, foi denominado MYO7A (8.1 kb). Ele
pertence a uma classe chamada superfamilia da miosina, molé-
cula motora que usa energia da hidrélise do ATP para mover
filamentos de actina®".

Estudos in vivo de andlise das células do epitélio pigmentado
da retina de camundongos indicam que a proteina miosina
VIla (produto do gene MYO7A) transporta melanossomos e
acelera a digestdo de fagossomos pelas células do EPR®?.

A terapia gé€nica é um modo potencial de prevencdo de
cegueira na sindrome de Usher, ja que esta é diagnosticada
precocemente permitindo que o tratamento seja realizado antes
que haja degeneracdo retiniana.

Entretanto, alguns dos genes afetados sdo muito grandes,
dificultando seu transporte pelos vetores. Neste contexto,
através de injecdo sub-retiniana de vetor lentiviral, foi possivel
transportar o gene MYO7A até o EPR de camundongos. Para
isso, utilizaram um promotor contendo elementos do promotor
MYO7A nativo. Niveis de miosina VIIa foram obtidos nas célu-
las do EPR permitindo a mobiliza¢do dos melanossomos e
digestdo dos fagossomos na Usher 1B©@%.

AMAUROSE CONGENITA DE LEBER

A amaurose congénita de Leber € um tipo de distrofia reti-
niana, com heranga AR que causa cegueira infantil. As caracte-
risticas frequentes constam de grave perda visual (ao nasci-
mento ou entre os primeiros anos de vida) associada a RP,
reducdo do campo visual (campo tubular), nistagmo, cegueira
noturna, ndo-detectavel ou grave reducdo das respostas a ele-
trorretinografia®?.

Atualmente, hd mutagdes em 11 genes identificados res-
ponsdveis pela amaurose congénita de Leber: GUCY2D,
RPEG65,RDH12, AIPL1, C60ORF152, RPGRIP1, CRX, CRB1,
CEP290, IMPDHI.

Nos fotorreceptores esses genes estdo envolvidos na foto-
transducgdo, proteinas estruturais dos fotorreceptores ou com
fatores de transcri¢do. No EPR estdo associados ao metabolis-
mo da vitamina A e ciclo visual®*3%,

Estudos recentes identificaram que RPE65 (proteina presen-
te no EPR) € a isomerase que converte 11-cis-retinal em all-
trans-retinal, sendo que, na falta dessa proteina, ndo hé forma-
¢ao de pigmento visual, ocorrendo acimulo da vitamina A por
bloqueio do ciclo visual®+39,

Nesse contexto, um grupo de pesquisadores introduziu 9-cis-
retinal, via oral, em camundongos, e ap6s 48 horas, observou a
formacdo de fotopigmento e a rapida restauracdo da funcio
retiniana pela proteina RPE65. O isdmero 9-cis-retinal foi utili-
zado por ser mais eficiente na regeneracdo do pigmento visual,
ter maior estabilidade e maior resisténcia aos dcidos estomacais.
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Quadro 3. Principais publicacdes referente as distrofias hereditarias de retina
Distrofias retinianas Principais publicacées Gene Vetor
Retinose pigmentar Aguirre et al (2002)®% PDE6B CNTF
Humphries et al (2007)@ RHO AAV/RNAI
Doenca de Stargardt Kong et al (2005)@® ABCA4 Lentivirus
Allocca et al (2008)@ ABCA4 AAV
Sindrome de Usher Hashimoto et al (2007)©? MYO7A Lentivirus
Amaurose congénita de Leber Narfstrom et al (2003)© RPE65 AAV
Acland et al (2001)©® RPE65 AAV
Bainbridge et al (2008)©® RPEG5 AAV
Maguire et al (2008)©9) RPEG5 AAV
Quadro 4. Pesquisas clinicas em distrofias hereditarias de retina em andamento
Distrofias retinianas Principal investigador Ano de inicio do estudo Fase Gene/Vetor
Retinose pigmentar Paul A. Sieving 2006/2007 1 CNTF
Neurotech Pharmaceuticals 2007 11711 CNTF
Sindrome de Usher 2 e 3 Neurotech Pharmaceuticals 2007 117111 CNTF
Amaurose congénita de Leber Barry J. Byrne 2007 | RPE65/AAV
Albert M. Maguire 2007 | RPEB5/AAV
James W. Bainbridge 2007 /1l RPE65/AAV
Informagdes retiradas de ClinicalTrials.gov - www.clinicaltrials.gov em Janeiro/2009.

Esse estudo mostrou que a intervencdo farmacoldgica pode
ser uma ferramenta ttil na prevenc¢do da cegueira nesse tipo de
distrofia®”.

Narfstrom et al., obtiveram sucesso ao injetar via sub-reti-
niana, vetores AAV carregando o gene RPE65 em olhos de
caes. Observaram que a fung¢do retiniana melhorou em menos
de quatro semanas, persistindo até nove meses nos animais
entre dois e onze meses de vida, sendo que acima de dois anos
e meio o tratamento € ineficiente ja que a degeneragao retiniana
estd em estdgio mais avancado. Pela primeira vez, reportaram o
aumento nas respostas da eletrorretinografia em ambos os olhos
e ndo apenas no olho de estudo®.

Em estudo semelhante, Acland et al., obtiveram o mesmo
resultado, e puderam acrescentar que a inje¢@o intravitrea nessas
mesmas condi¢des ndo € eficiente, pois s6 transfecta células
ganglionares®®.

Recentemente, foram publicados os resultados de dois estu-
dos em humanos. No estudo de Bainbrigde et al., dos trés pa-
cientes submetidos a injecdo sub-retiniana durante vitrectomia
com vetor AAV, apenas um teve melhora da acuidade visual.
Os autores sugerem que a explicac@o estd no fato da patologia
estar no estdgio mais brando que nos outros pacientes ¢ a admi-
nistracdo ser realizada no olho ambliope®®.

Maguire et al., obtiveram sucesso com estudo semelhante.
Também utilizaram AAV com inje¢do sub-retiniana e vitrecto-
mia no olho ambliope em trés pacientes. Todos tiveram melhora
da acuidade visual apds seis semanas, redu¢do do nistagmo e
aumento do reflexo pupilar a luz®?.

Nos dois estudos ndo houve evidéncia de toxicidade, infla-
magdo e efeitos adversos ao tratamento. Os autores sugerem que

o tratamento poderia ser mais eficiente se realizado em criangas
onde a degeneracdo da retina é menor podendo melhorar a
fungdo visual@®¥,

PERSPECTIVAS PARA TERAPIA GENICA EM
DISTROFIAS RETINIANAS

A terapia génica age na correcao de um defeito no gene que
causa doengas oculares e tem se mostrado eficaz no tratamento
de defeitos génicos em modelos animais.

Muitas publica¢des contribuiram para o avanco das pesqui-
sas nessa area (Quadro 3).

Estudos pré-clinicos comegaram apds décadas de estudos
oftalmolégicos e os resultados sdo promissores (Quadro 4).

Apesar de muitos esfor¢os ainda serem necessarios para um
efetivo resultado em humanos, os recentes avancos nesta area,
poderdo impulsionar o desenvolvimento de novas propostas
para pesquisas clinicas com terapia génica para doengas ocula-
res hereditarias e adquiridas.

ABSTRACT

The inherited retinal dystrophies comprise a large number of
disorders characterized by a slow and progressive retinal
degeneration. They are the result of mutations in genes that
express in either the photoreceptor cells or the retinal pigment
epithelium. The mode of inheritance can be autosomal dominant,
autosomal recessive, X linked recessive, digenic or mitochon-
drial DNA inherited. At the moment, there is no treatment for
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these conditions and the patients can expect a progressive loss
of vision. Accurate genetic counseling and support for rehabi-
litation are indicated. Research into the molecular and genetic
basis of disease is continually expanding and improving the
prospects for rational treatments. In this way, gene therapy,
defined as the introduction of exogenous genetic material
into human cells for therapeutic purposes, may ultimately offer
the greatest treatment for the inherited retinal dystrophies.
The eye is an attractive target for gene therapy because of its
accessibility, immune privilege and translucent media. A
number of retinal diseases affecting the eye have known gene
defects. Besides, there is a well characterized animal model for
many of these conditions. Proposals for clinical trials of gene
therapy for inherited retinal degenerations owing to defects
in the gene RPE65, have recently received ethical approval and
the obtained preliminary results brought large prospects in the
improvement on patient’s quality of life.

Keywords: Retina; Eye diseases, hereditary; Gene therapy;
Genetic vectors; Gene transfer techniques
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