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Resumo

As anomalias congénitas podem resultar em aborto, morte prematura ou
incapacidade ao longo da vida, constituindo assim um grave problema de satide publica.
A capacidade de diagnosticar certas condigdes cada vez mais precocemente remete para

uma potencial intervenc¢ao antes do nascimento e da irreversibilidade da patologia.

A terapia génica pré-natal surge como uma terapéutica promissora no tratamento
de doengas monogénicas ou outras condi¢des maternas que afetem negativamente o feto
e resultem em morbilidade e/ou mortalidade in utero ou apos o nascimento. Esta apresenta
multiplas vantagens comparativamente a realizagdo de uma terapia génica pds-natal, uma
vez que permite tirar partido das propriedades inerentes ao desenvolvimento fetal. Uma
unica administracdo de uma terapia génica antes do nascimento poderia, assim,
possibilitar uma boa qualidade de vida ao individuo, ao fornecer uma expressao
transgénica ao longo da vida, o que se traduziria consequentemente em beneficios a nivel

econdmico e social.

Contudo, apesar de ainda se encontrar na sua “infancia”, diversos estudos pré-
clinicos tém vindo a ser realizados nas ultimas décadas, de modo a verificar o seu
potencial terapéutico e seguranga, quer para o feto como para a progenitora. Algumas das
doengas que poderiam beneficiar de tal terapéutica seriam, entre outras, a atrofia muscular
espinal, doencas lisossomais de sobrecarga, hemofilia, hemoglobinopatias e doengas

pulmonares monogénicas.

Neste ambito, a presente dissertagdo tem como objetivo apresentar uma revisao
bibliografica relativa a terapia génica pré-natal, a sua evolugao e estado atual, bem como
vantagens e barreiras a sua implementacdo. Serdo também analisados os diferentes
sistemas de entrega e estratégias terap€uticas que poderao ser utilizados neste periodo de
modo a alcangar o objetivo pretendido. Além disto, serdo abordados estudos pré-clinicos
realizados ao longo dos anos em diferentes modelos animais com vista a averiguar a

seguranca e eficacia da mesma.

Palavras-chave: Terapia génica pré-natal, Feto, Vetores virais e ndo virais, Edi¢do

Génica in utero, Medicina Materno-Fetal, Diagnostico Pré-natal.






Abstract

Congenital abnormalities can result in miscarriage, premature death or lifelong
disability, thus constituting a serious public health problem. The ability to diagnose
certain conditions at an increasingly earlier age leads to a potential intervention before

birth and pathology irreversibility.

Prenatal gene therapy appears as a promising therapeutic in the treatment of
monogenic diseases or other maternal conditions that negatively affect the fetus and result
in morbidity and/or mortality in utero or after birth. This has multiple advantages
compared to postnatal gene therapy, as it allows taking advantage of the properties
inherent to fetal development. A single administration of gene therapy before birth could,
therefore, provide a good quality of life for the individual, by providing a transgenic
expression throughout life, which would consequently translate into economic and social

benefits.

However, despite still being in its “infancy”, several pre-clinical studies have been
carried out in the last decades, to examine its therapeutic potential and safety, both for the
fetus and the mother. Some of the diseases that could benefit from such therapy would
be, among others, spinal muscular atrophy, lysosomal storage diseases, hemophilia,

hemoglobinopathies and monogenic lung diseases.

In this context, this dissertation aims to present a bibliographical review regarding
prenatal gene therapy, its evolution and current status, as well as advantages and barriers
to its implementation. The different delivery systems and therapeutic strategies that could
be used during this period in order to achieve the desired purpose will also be analyzed.
In addition, pre-clinical studies carried out over the years in different animal models will

be discussed in order to examine its safety and effectiveness.

Keywords: Prenatal gene therapy, Fetus, Viral and non-viral vectors, In utero

Gene Editing, Maternal-Fetal Medicine, Prenatal Diagnosis.
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1. Introducao

Em 2022, a populagdo mundial atingiu 8 mil milhdes de pessoas. Segundo as
ultimas proje¢des das Nagdes Unidas, estima-se que na década de 2080 se atinja um pico
de cerca de 10,4 mil milhdes de pessoas e que este nimero se mantenha até ao ano 2100.
(1) Este aumento da populagado refletir-se-4, consequentemente, numa maior incidéncia
de anomalias congénitas, nomeadamente em paises subdesenvolvidos, onde o acesso ao
diagnéstico pré-natal, bem como a possiveis intervencdes na gravidez ¢ limitado. Para
além disto, o aumento da migragdo a que se tem assistido também ird propiciar para um

aumento de doengas genéticas em paises desenvolvidos. (2,3)

Segundo a World Health Organization (WHO), estima-se que todos os anos a nivel
mundial, morram 240.000 recém-nascidos devido a malformacdes congénitas, nos
primeiros 28 dias ap6s o nascimento. Adicionalmente, cerca de 170.000 mortes ocorrem
em criangas entre 1 més e 5 anos de idade. Estas constituem um grave problema de saude
publica, uma vez que se traduzem numa causa importante de aborto, morte prematura ou
incapacidade ao longo da vida e podem resultar de fatores genéticos, ambientais,
socioecondmicos e demograficos, sendo que a maioria apresenta uma etiologia idiopatica.

(4,5)

Os avangos que tém ocorrido nas areas da Biologia Molecular e Medicina
Materno-Fetal t€ém permitido uma melhor caracteriza¢do e identificagdo de condigdes
genéticas, bem como a sua detecao e diagndstico pré-natal. Por conseguinte, o facto de
ser possivel diagnosticar uma doenga antes do nascimento, remete para o potencial de

uma possivel intervencdo antes do nascimento e do inicio dos sintomas. (6)

Muitas vezes, perante um diagnostico pré-natal de uma condi¢do genética grave,
sdo apresentadas aos pais as op¢des de continuacao da gravidez, com posterior tratamento
pos-natal, se tal existir, ou interrup¢ao da mesma. Contudo, estas opgdes acarretam uma
grande carga emocional e financeira para as familias, sendo que muitas vezes os
tratamentos disponiveis sdo limitados e passam pelo alivio sintomatico da patologia, o
que se traduz numa baixa qualidade de vida para o doente. Assim, surge uma necessidade
de desenvolver terapéuticas que permitam o tratamento destas condi¢cdes genéticas graves

antes do nascimento. (7)



Apesar de a cirurgia fetal e o transplante de células estaminais in utero serem
terapéuticas utilizadas ha algum tempo no tratamento de condig¢des congénitas, estas
encontram-se limitadas a um subconjunto de patologias, defeitos congénitos estruturais e
distarbios hematologicos congénitos, respetivamente. Em oposi¢do, surge a terapia
génica no periodo pré-natal como uma estratégia terapéutica racional e promissora no
tratamento de doengas monogénicas, permitindo a corre¢do do fendtipo de uma ampla
gama de distirbios genéticos in utero. (6,8) Esta pode envolver a entrega de material
genético ao feto ou a mae, neste ultimo caso denomina-se de terapia génica materna,
utilizada de forma a tratar uma determinada condig¢ao que afete o feto in utero. No entanto,

a presente dissertagdo ird incidir mais na terapia génica administrada ao feto. (9)

Embora os ensaios de terapia génica no periodo pos-natal sejam encorajadores,
tendo ja sido aprovados alguns medicamentos a base desta terapia, estes apresentam
algumas limitacdes, nomeadamente uma barreira imunoldgica e o tratamento da
patologia, muitas vezes, apoOs a irreversibilidade dos danos causados por esta. Pelo
contrario, ao ser realizada uma terapia génica antes do nascimento, hd o potencial de
aproveitar as propriedades inerentes ao desenvolvimento normal do feto, de forma a
aumentar a eficacia da mesma, das quais: o seu pequeno tamanho, imaturidade
imunoldgica e tolerancia a novos antigénios, acessibilidade e natureza proliferativa de
células estaminais ou progenitoras de multiplos 6rgdos, facilidade em transpor a barreira
hematoencefalica imatura e ainda o potencial para tratar a doenga antes do nascimento e
do inicio dos sintomas. (10,11) Assim, doengas que se desenvolvam in utero e resultem
em morbilidade e/ou mortalidade durante a gestacdo ou ap0s o nascimento € para as quais
ndo existam tratamentos pds-natais eficazes, beneficiariam desta terapéutica. Algumas
das doengas candidatas ao tratamento com esta terapia seriam a atrofia muscular espinal,
doencas lisossomais de sobrecarga, hemofilia, as hemoglobinopatias, doencas

pulmonares monogeénicas, entre outras. (7,10)

Contudo, até ao presente momento ainda ndo foram realizados ensaios clinicos de
terapia génica em fetos humanos, uma vez que antes de uma possivel passagem para a
pratica clinica sera necessario estabelecer a sua seguranca e eficdcia em modelos animais.
O que se torna particularmente importante neste tipo de abordagem, visto que engloba
dois doentes, o feto e a progenitora. Para além disto, o risco de possiveis efeitos fora do

alvo ou transmissdo da linha germinativa, necessitam de ser avaliados. (10)



2. Historia da Terapia Génica e da Terapia Génica Pré-natal

Desde a descoberta de que se podia transferir novo material genético para células
humanas e, deste modo, induzir a expressao de genes e proteinas, inimeros investigadores
trabalharam ao longo dos anos para alcancar este objetivo. Ainda a sequéncia do genoma
humano nao tinha sido determinada e ja se especulava sobre a terapia génica e suas
possiveis aplicacdes. Contudo, a taxa de progresso desta terapéutica tem variado nas

ultimas décadas, entre periodos de entusiasmo e periodos de reserva. (12,13)

O conceito de terapia génica tera surgido durante os anos 60 e inicio dos anos 70,
como resultado dos inumeros avancos no conhecimento de biologia celular e genética
molecular, bem como do desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante (rDNA).
(14,15) Em 1972, Theodore Friedmann e Richard Roblin publicaram um artigo na revista
Science, onde propunham a terapia génica como estratégia terapéutica no tratamento de
doengas genéticas hereditarias, através da utilizagdo de DNA exdgeno saudavel. Neste
artigo, os autores também propuseram critérios ético-cientificos, com o objetivo de evitar

uma aplica¢ao clinica prematura em humanos. (16)

Em 1990, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou o primeiro ensaio
clinico de terapia génica em humanos. Duas criangas com 4 ¢ 9 anos de idade, que
apresentavam imunodeficiéncia combinada grave por deficiéncia de adenosina
desaminase (ADA-SCID, do inglés Adenosine Deaminase Severe Combined
Immunodeficiency), foram tratadas com linfocitos T modificados ex vivo com recurso a
um vetor retroviral, que continha a cdpia funcional do gene responsavel pela sintese da
enzima adenosina desaminase (ADA). Apos 2 anos de tratamento, verificou-se que a
expressao do gene nas células T persistia, contudo, um dos doentes exibiu uma resposta
temporaria, enquanto o segundo exibiu uma resposta menor. Apesar disto, este ensaio veio
demonstrar o potencial desta terapéutica no tratamento da ADA-SCID e, possivelmente,

de outras patologias, bem como fornecer orientagdo para estudos posteriores. (17,18)

Contudo, dois ensaios com resultados infelizes, levaram a uma interrup¢do no
desenvolvimento de novos ensaios de terapia génica. O primeiro caso, ocorreu em 1999,
quando Jesse Gelsinger de 18 anos, com uma deficiéncia parcial de ornitina
transcarbamilase (OTC, do inglés Ornithine Transcarbamylase), enzima pertencente ao
ciclo da ureia, participou num ensaio clinico de terapia génica que envolvia a utilizagdo

de um vetor de adenovirus que continha o gene OTC. Quatro dias depois da



administracao da terapéutica, Jesse acabou por morrer por faléncia de multiplos 6rgaos,
devido a toxicidade associada ao vetor. Um outro caso, foi relativo ao desenvolvimento
de leucemia em criangas com Imunodeficiéncia Combinada Severa ligada ao X (SCID-
X1, do inglés X-linked severe combined immunodeficiency), ap6s terapia génica ex vivo
mediada por um vetor retroviral. Este efeito adverso inesperado resultou de uma
integracao do vetor na proximidade do promotor do proto-oncogene LIM only-2 (LMOQO?2),
levando a sua transcri¢do e, consequente, expressao aumentada. (19,20) De modo a evitar
que tais acontecimentos se repetissem no futuro, ocorreu uma crescente pesquisa na

procura de vetores mais seguros e eficazes. (12)

O primeiro produto de terapia génica, Gendicine, com indicagdo para o carcinoma
de células escamosas da cabeca e do pescoco (HNSCC, do inglés Head and Neck
Squamous Cell Carcinoma) foi aprovado em 2003, pela China Food and Drug
Administration (CFDA). (21) Em 2005, a CFDA aprovou outra terapé€utica com base em
terapia génica, Oncorine, indicado para o carcinoma nasofaringeo. (22) Quase uma
década depois, em 2012, a Agéncia Europeia do Medicamento (EMA, do inglés European
Medicines Agency) recomendou um produto de terapia génica para aprovacdao na Unido
Europeia, pela primeira vez. Glybera trata-se de um vetor adenoassociado (AAV)
concebido para expressar a lipoproteina lipase no tecido muscular, indicado no tratamento

da deficiéncia lipoproteina lipase. (17)

Desde entdo e, nos ultimos anos, varios produtos de terapia génica tém sido
aprovados na Europa e Estados Unidos da América, ao demonstrarem um claro beneficio
clinico, nomeadamente em doengas para as quais a medicina convencional ndo oferece
uma cura. Tem-se assistido a um recrutamento predominante de doentes mais jovens, em
ensaios clinicos para doencas monogénicas, o que se deve possivelmente a questao de ja
terem ocorrido alteracdes patologicas irreversiveis em individuos mais velhos ou por a
doenga ser fatal numa fase precoce da vida. Deste modo, o conceito de terapia génica no
periodo pré-natal revela-se como uma extensao a este principio, ou seja, a intengdo de
tratar as doencas antes do aparecimento de danos irreversiveis no organismo. Na
realidade, esta ideia de administrar um produto de terapia génica no periodo pré-natal
surgiu ha tanto tempo quanto os cientistas tém trabalhado na terapia génica no periodo
pos-natal, como uma forma de ultrapassar as dificuldades até entdo sentidas, como por
exemplo, deficiente distribuicdo de vetores, ineficacia e transitoriedade da terapéutica,

bem como reagdes imunes ao vetor e a proteina terapéutica. (23-25)



Esta ideia do “feto como o doente” ndo era nova, na verdade o primeiro relato de
intervengdo terapéutica no periodo pré-natal, surgiu em 1963 com a realizagdo de uma
transfusdo sanguinea intraperitoneal para a doenga hemolitica por isoimunizacdo Rhesus,
publicada por Sir Albert William Liley. Este procedimento veio revolucionar a medicina
fetal, numa altura em que a doenga hemolitica no feto era bastante comum e ainda nao
havia ultrassonografia. (26,27) Com a introdug@o da ultrassonografia, no final dos anos
70, este procedimento tornou-se mais seguro. (28) Anos mais tarde, em 1981, Michael
Harrison realizou a primeira cirurgia fetal aberta num feto humano com obstrucao do trato
urinario. Este marco veio possibilitar o desenvolvimento de varios procedimentos para
uma panodplia de malformagdes estruturais no feto. (29,30). Ainda nos anos 80, realizou-
se o primeiro transplante bem-sucedido de células estaminais in utero num feto humano.
(31) Embora as intervengdes terapéuticas anteriormente mencionadas, cirurgia fetal e o
transplante de células estaminais in utero, tenham demonstrado o seu sucesso no
tratamento de certos distirbios congénitos, as suas aplicagdes na terapéutica encontram-

se muitas vezes limitadas a um conjunto de doengas. (32)

Em 1995, apenas alguns anos ap6s o primeiro ensaio clinico de terapia génica em
humanos, realizaram-se as primeiras tentativas de terapia génica pré-natal in vivo, em
modelos animais. (33) Em 1998, o Gene Therapy Advisory Committee (GTAC)
apresentou um relatdrio sobre o potencial uso da terapia génica in utero. (34) Um ano
mais tarde, em 1999, o US National Institute for Health Recombinant DNA Advisory
Committee (NIH RAC), publicou um relatorio relativo as questoes cientificas, médicas e
¢ticas relacionadas com esta terapia, apos os Drs. W. French Anderson e Esmail Zanjani
submeterem dois protocolos de testes preliminares de terapia génica pré-natal. (35)
Ambos os relatorios reconheceram o potencial desta terapéutica na prevencdo ou
tratamento de doencgas genéticas graves, contudo, concluiram que os dados disponiveis
na altura eram insuficientes para se prosseguir com ensaios clinicos, havendo a
necessidade adicional de desenvolvimento tecnoldgico e cientifico prévio. Alertaram,
também, para o facto desta terapia apenas se destinar a células somaticas e, a reserva
sentida em relagdo a uma possivel integragao por parte do vetor viral na linha germinativa.
Quanto a questoes éticas, recomendaram a necessidade de um consentimento informado
para qualquer intervencdo no futuro, bem como uma andlise prévia dos riscos

relativamente aos beneficios, quer para o feto, como também para a progenitora.



Desde entdo, varios estudos utilizando modelos animais, como murganhos,
ovelhas e primatas demonstraram a seguranca e a eficacia desta terapéutica. (36). Num
estudo realizado recentemente, foi descrita a primeira aplicagdo bem-sucedida da terapia
génica pré-natal num modelo de murganho com doenga de Gaucher neuropatica aguda
(nGD, do inglés acute neuronopathic Gaucher disease). Esta ¢ uma doenga autossdomica
recessiva causada por mutagdes no gene que codifica a glucocerebrosidase. Em criangas,
esta ¢ fatal e ndo tratdvel, uma vez que as enzimas ndo conseguem atravessar a barreira
hematoencefalica. Neste estudo, observou-se que o vetor viral AAV contendo o gene GBA
reconstituia a expressao neuronal da enzima, melhorando a inflamagao neuronal, bem
como a sobrevivéncia dos murganhos, até pelo menos 18 semanas. Neste estudo, também
se administrou uma injecdo intracraniana a outro grupo de murganhos no periodo
neonatal, verificando-se também uma melhoria na sobrevida, mas em menor grau,

destacando, assim, o beneficio da terapia pré-natal. (37)

Em 2018, a Sociedade Internacional de Transplante Fetal e Imunologia (IFeTIS,
do inglés International Fetal Transplantation and Immunology Society) organizou um
painel de especialistas, na sua reunido anual, de modo a discutir questdes cientificas,
clinicas e éticas, bem como atualizar as recomendacdes para o desenvolvimento e
implementagdo da terapia génica in utero. Concluiram, entdo, o facto de esta ser uma
terapéutica promissora no tratamento e/ou cura de muitas doengas genéticas hereditarias,
podendo, deste modo, alterar drasticamente a maneira como percebemos e tratamos

muitas doengas genéticas. (38)

Embora o desenvolvimento desta terapéutica ainda se encontre em fase pré-
clinica, ndo existindo ainda ensaios clinicos a decorrer, espera-se que esta consiga num

futuro proximo, ser utilizada na préatica clinica de certas doencgas especificas. (3)



3. O conceito de Terapia Génica

Segundo a EMA, um medicamento de terapia génica pode ser definido como um
medicamento bioldgico que “contém uma substancia ativa que inclui ou consiste num
acido nucleico recombinante usado ou administrado no ser humano tendo em vista a
regulagdo, a reparagdo, a substituicdo, a adicdo ou a supressdo de uma sequéncia
genética”; sendo que “os seus efeitos terapéuticos, profilaticos ou de diagndstico estdo
diretamente relacionados com a sequéncia do acido nucleico recombinante que contém,
ou com o produto da expressdo genética desta sequéncia”. E importante referir que nestes

ndo se encontram incluidas as vacinas contra doengas infeciosas. (39)

Ou seja, a terapia génica ¢ uma estratégia terapéutica que possibilita a entrega de
material genético terapéutico as células, de modo a corrigir uma anomalia existente ou
fornecendo a estas uma nova func¢do. O material genético ¢ transportado para dentro da

célula, com recurso a vetores, podendo estes ser virais ou nao virais. (9)

Com base no tipo de células ou tecidos que vao sofrer modificacdo genética, a
terapia génica pode ser dividida da seguinte forma: em terapia génica germinativa e em
terapia génica somatica. A primeira, teria como alvo as cé€lulas da linha germinativa.
Consequentemente, as alteragdes iriam ser transmitidas as geragdes futuras, permitindo
assim erradicar a doenga. Contudo, desde o inicio, que esta forma de terapia génica ¢é
controversa e eticamente inaceitdvel, uma vez que ndo ¢ considerada cientificamente
justificavel, sendo imprevisivel no seu resultado, podendo até provocar danos na satde
do individuo. (9,40-42) Relativamente a anterior, a terapia génica em cé€lulas somaticas €
considerada segura, uma vez que as modificagdes genéticas ndo vao ser transmitidas a
descendéncia, exercendo efeito apenas no individuo. (40). Esta envolve a insercdo de
genes em células ndo germinativas, podendo visar diretamente o individuo, ou pode ser
realizada ex vivo, onde células colhidas do doente sdo, posteriormente, reintroduzidas no
organismo, ap6s modificacdo e expansado ex vivo. A sele¢do do procedimento ird depender

do tecido afetado ou do tipo de célula que requer a correcdo. (43)



3.1. Terapia Génica Pré-natal
3.1.1. O Fundamento

Apesar de os ensaios de terapia génica pos-natal serem encorajadores, existem
limitagdes que impedem que se atinja o potencial terapéutico desejado, entre as quais uma
barreira imunologica e o tempo entre o inicio da doenca e o inicio do tratamento. Muitas
das patologias candidatas a terapia génica nas criangcas ou adultos podem ser
diagnosticadas numa fase precoce da vida. Para além disto, algumas doengas genéticas
que se desenvolvem durante a gestacao apresentam mortalidade elevada no periodo pré-
natal ou apds o nascimento. Assim, a terapia génica no periodo pré-natal apresenta-se
como uma estratégia racional no tratamento destas doencas genéticas, ndo havendo
necessidade de esperar até depois do nascimento, periodo no qual ja possam estar
instalados danos irreversiveis derivados da patologia em questdo. Contudo, mesmo em
doentes onde a patologia possa ser tratada no periodo pds-natal, existem beneficios
econdmicos, assim como psicoldgicos, uma vez que permitiria o nascimento de um bebé

saudavel, que, idealmente, ndo necessitaria de tratamentos adicionais. (10,27)

Os avangos que tém ocorrido no diagnostico pré-natal, nomeadamente a
sequenciagdo de nova geragdo, assim como a realizacdo de testes ndo invasivos,
possibilitam que muitas anomalias congénitas sejam diagnosticadas antes do nascimento
e, cada vez mais cedo na gestacdo. (10, 44) O diagnostico da maioria destas condi¢des
pode ser feito com recurso a ultrassonografia de alta resolucao e a técnicas moleculares
utilizando células fetais ou DNA fetal livre no sangue materno, com pouco risco para a
progenitora ou feto. (36,45) As técnicas invasivas incluem a amniocentese, que pode ser
feita entre as 15 e as 16 semanas de gestacdo, ou a bidpsia de vilosidades coridnicas, que
pode ser realizada entre as 11 e as 14 semanas de gestacdo. (46) Também existe a
possibilidade de realizar o teste ndo invasivo pré-natal (NIPT, do inglés Non Invasive
Prenatal Test), que permite fazer o rastreio de determinadas doencgas através da analise
de DNA fetal de células livres no sangue materno, uma vez que durante a gravidez, até
10% do DNA circulante no sangue materno tem origem na placenta. Este pode ser
realizado a décima semana de gestacao, no entanto, nao substitui os testes de diagnostico
padrdo, isto €, a amniocentese e bidpsia de vilosidades coridnicas. (47-49) Os testes
genéticos permitem muitas vezes identificar condi¢des genéticas, apds manifestagdes na

ultrassonografia, como por exemplo, a hidrépsia fetal ndo imune, caracterizada por uma



acumulagdo patologica de liquido extracelular nos tecidos moles e cavidades serosas do
feto. Esta constitui uma anomalia fetal, muitas vezes letal e, que apresenta inumeras

causas genéticas. (7,50,51)

Aquando da identificagdo de um diagnodstico pré-natal de doenca genética, sdo
apresentadas muitas vezes aos progenitores duas escolhas: interrup¢do da gravidez ou
uma abordagem de “esperar para ver”, isto €, manter a gravidez e, posteriormente ao
nascimento sdo realizados, se tal existirem, tratamentos de modo a aliviar manifesta¢des
associadas. No caso de gestagdes posteriores, as opgdes permanecem limitadas a
fertilizagdo in vitro com diagnoéstico genético pré-implantagdo, de modo a evitar uma
gravidez afetada pela doenga. Contudo, estas opgdes acarretam uma grande carga
emocional e financeira para as familias. A terapia génica pré-natal vem surgir, deste modo,
como uma terceira opc¢ao de escolha, que permite corrigir ou melhorar a doenga in utero

antes da irreversibilidade da mesma. (7)

A terapia génica pré-natal ideal seria aquela que através de uma Unica
administracdo, fosse capaz de tratar ou curar uma determinada doenga congénita grave,
ao fornecer uma expressao terapéutica sustentada de um transgene, que se mantivesse ao

longo da vida do individuo. (Figura 3.1.) (9)
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Figura 3.1. Representagdo esquemdtica da terapia génica pré-natal ideal. Adaptado de
(52)



A realizagdo da terap€utica antes do nascimento e da irreversibilidade da patologia
acaba por ser um dos fortes argumentos aliados a esta terapéutica, no entanto o feto
apresenta inumeras propriedades inatas aquando do seu desenvolvimento, que se
encontram enumeradas no ponto 3.1.3., e que tornam este um recipiente ideal para receber
a terapia génica e/ou edicdo génica. Estas propriedades vao permitir aumentar a eficacia
desta terapéutica e ultrapassar algumas das limitacdes sentidas aquando da realizacdo da
mesma no periodo pos-natal. (10) Com isto, ao longo destas ultimas décadas, varios
estudos pré-clinicos em modelos animais foram realizados, de forma a demonstrarem o

potencial desta terapia no tratamento e cura de doengas genéticas graves. (9)

3.1.2. Os Tipos de Terapia Génica Pré-natal

Os procedimentos relativos a terapia génica no periodo pré-natal podem ser
classificados da seguinte forma: em transplante in utero de células estaminais fetais
corrigidas por genes (ex vivo), em terapia génica pré-natal somatica direta (in vivo) ou

ainda em terapia génica materna. (9)

a) Terapia Génica Pré-natal Ex Vivo

Relativamente a transferéncia de genes ex vivo (Figura 3.2.), este procedimento
envolve a colheita de células alvo do doente e, posterior transducao ou transfecc¢ao in vitro
com recurso a vetor contendo o gene pretendido ou ainda por edi¢do genética. Estas
células sdo, posteriormente, reintroduzidas no individuo, com o fim de restaurar o
fendtipo saudavel. (53) As células “corrigidas” devem estar presentes no organismo em
quantidade suficiente e serem capazes de escapar do reconhecimento por parte do sistema
imunoldgico, persistindo, assim, por um longo periodo de tempo, com o propdsito de
reverter a condicdo que se pretende tratar. Estas devem ter também a capacidade de
transmitir a “correcao” a descendéncia. (54) Esta abordagem, tem sido aplicada com
sucesso no periodo pos-natal, como por exemplo, no tratamento de ADA-SCID
(Strimvelis), B-talassemia (Zynteglo) e linfoma difuso de grandes células B (Yescarta e

Kymriah). (55,56) As células alvo mais comumente utilizadas sdo células estaminais
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hematopoiéticas (HSC, do inglés Hemopoietic Stem Cell) e linfocitos T. (43,54) As HSC
sdo células com grande capacidade de diferenciagdo, bem como de auto-renovacao e
regeneragdo. Sao relativamente faceis de identificar e isolar. Por conseguinte, ao
introduzir estas células “corrigidas” no doente garantir-se-ia a transmissao das
modificagdes genéticas as células descendentes. Deste modo, a terapia génica tendo por

base células estaminais tornou-se num grande interesse para muitos investigadores nesta

area. (54,57)

Comparativamente ao alotransplante de HSC, a presente abordagem, o transplante
de HSC autélogas modificadas apresenta diversas vantagens, nomeadamente, o facto de
o organismo oferecer pouca ou nenhuma resisténcia ao enxerto, assim como nao haver o
risco de ocorrer a doenga do enxerto contra o hospedeiro. Outra vantagem importante ¢ o

facto de nao se estar dependente da disponibilidade de doadores. (58)

No feto, estas células, HSC, poderiam ser isoladas a partir do figado, do sangue,
placenta ou do liquido amniético. (59) Este procedimento torna possivel a correcao das
células alvo, evitando a exposi¢do das células ndo-alvo ao vetor viral, sendo que no caso
da terapia génica in utero, possibilita a ndo exposicao da mae a terapéutica. Contudo,
destaca-se a dificuldade no processo de recolha de células, assim como o risco acrescido
para o feto, pois este ¢ um procedimento minimamente invasivo, ndo sendo possivel a
colheita, em seguranca, de um ntimero adequado de células para posterior modificagdo e

expansao ex vivo, comprometendo, deste modo, a eficacia da terapéutica. (10,60)

b) Terapia Génica Pré-natal Somaética Direta

Neste caso, a terapia génica ¢ entregue diretamente ao doente (Figura 3.2.),
podendo recorrer ao uso de vetores virais ou nao virais. (10) No contexto atual e,
comparativamente a transferéncia de genes ex vivo, a presente abordagem seria mais
relevante no caso da terapia génica no periodo pré-natal, uma vez que se diminuem os
procedimentos invasivos, bem como a sentida dificuldade na recolha de células
estaminais, reduzindo, deste modo, o risco de aborto. Adicionalmente, ocorre entrega
direta dos vetores ao o6rgao-alvo e o custo associado a este procedimento € menor.
Contudo, desvantagens podem incluir a biodistribuicdo generalizada para 6rgdos nao-

alvo, quer no feto como na mae, devido a transferéncia transplacentaria. Este método tem

sido eficazmente utilizado em varios modelos animais experimentais de terapia génica in
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utero. (3,52) Neste periodo, a terapia podera ser administrada sistémica ou localmente,
por via intravenosa, intracraniana, intramuscular, intraperitoneal, intraventricular,

intratraqueal ou na cavidade amniotica. (8)

Até ao presente momento, ainda ndo houve ensaios clinicos de terapia génica in
utero, sendo que a maioria dos estudos em modelos animais se concentram na terapia

génica in vivo mediada por vetor viral. (10)

c) Terapia Génica Materna

Atualmente, mais mulheres com distirbios metabdlicos ou outras doengas
genéticas atingem a idade fértil e engravidam, gragas a melhoria no diagndstico precoce
e, posterior tratamento destas condigdes. Algumas destas condi¢des, incluem
a deficiéncia em fenilalanina hidroxilase, fibrose cistica, sindrome de Turner, anemia
falciforme, disturbios do tecido conjuntivo, entre outros. Para além destas apresentarem
um impacto significativo na saide da mulher, aquando da gravidez podem também afetar
negativamente o desenvolvimento do feto, causando, por exemplo, embriopatias,

restri¢ao do crescimento fetal ou lesdo cerebral, podendo mesmo resultar em aborto. (61)

Deste modo, a terapia podera ser administrada a progenitora quando a patologia
da mesma afeta o feto, o que acontece, por exemplo, na insuficiéncia placentaria. (9, 62)
Neste periodo existe uma interdependéncia entre a mae e o feto, logo a expressao de
proteinas na mae vai trazer beneficios translacionais para o feto. Ao contrario do que
acontece no resto das terapias génicas, onde se pretende um efeito de longo prazo, na
terapia génica direcionada a mae, apenas seria necessaria uma expressao génica de curto
prazo, de modo a controlar a patologia materna. (63) Neste seguimento e, apesar de ainda
ndo ser iminente a realizagdo de um ensaio clinico de terapia génica fetal in vivo, estd a
ser desenvolvido um ensaio clinico com base em terapia génica materna, em que a doenca

alvo afeta o feto.

Trata-se do estudo EVERREST (NCT02097667), um estudo coorte prospetivo
multicéntrico europeu, que apresenta como fim o tratamento da restri¢ao de crescimento
fetal (FGR, do inglés Fetal growth restriction) devido a insuficiéncia placentaria, uma
condigdo obstétrica para a qual ainda ndo existe um tratamento disponivel. Numa primeira

fase, pretende-se criar um banco de dados relativo as gestagdes afetadas por FGR grave
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de inicio precoce. Os dados recolhidos irdo fornecer as informagdes necessarias para o
desenvolvimento desta nova terapia, bem como para a condugdo do ensaio clinico
EVERREST, onde serd administrada, através das artérias uterinas, uma terapia génica
adenoviral, sendo fornecido o transgene do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF, do inglés vascular endothelial growth factor) com o proposito de aumentar o
fluxo sanguineo uterino. (64) Este fator é secretado pela placenta e, vai induzir a
vasodilatacdo, bem como mediar a vasculogénese e a angiogénese. (65,66) Contudo,
comparativamente com a gravidez normal, na FGR os niveis séricos maternos de VEGF
sao significativamente mais baixos. (67,68) A eficiacia desta terapéutica ja foi
demonstrada em estudos pré-clinicos realizados em modelos animais, ovinos, onde se
verificou um aumento do crescimento fetal com a administragdo desta terapia, fornecendo
assim a base para o estudo atual. Apesar desta ndo visar especificamente o feto, pode
fornecer uma ligac¢do entre os ensaios clinicos de terapia génica em adultos e em fetos.

(52,69)

Ex vivo In vivo
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Figura 3.2 — Representagdo dos diferentes tipos de terapia génica pré-natal. No caso da
terapia génica pré-natal de células estaminais, estas podem ser colhidas do fluido
amnidtico ou sangue, com posterior transducao ex vivo, e reintroducdo das mesmas, ja
corrigidas, no feto. A terapia génica pré-natal também pode ser diretamente administrada
ao feto ou a progenitora, por diferentes vias como intramuscular (IM), intraperitoneal
(IP), intravascular (IV), entre outras. Adaptado de (9)

\

Stem cells from fetal fluid
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3.1.3. Vantagens da Terapia Genética pré-natal

a) O tamanho do feto

O seu pequeno tamanho e peso permite maximizar a dose, ou seja, o numero de
particulas de vetor viral necessarias para fornecer o gene terapéutico ou a tecnologia de
edi¢do génica, por peso do recipiente. Entre as 14 e 16 semanas de gestacao, o feto pesa
cerca de 100 mg, em contraste com um recém-nascido de 4 kg ou um adulto de 60kg
(proporcao de peso 1:40:600), o que se vai traduzir numa vantagem, uma vez que para
atingir o mesmo efeito, a dose necessaria ¢ menor, tornando o processo de producio

também mais econdémico. (10,11)

b) A imaturidade imunoldgica do feto

Uma das limitagcdes que afeta a eficiéncia da terapia génica pos-natal € o
desenvolvimento de uma resposta imune as proteinas da capside viral, as proteinas
transgénicas ou mesmo aquando da edi¢do génica, a proteina Cas9. Especificamente, um
estudo demonstrou a presenga de anticorpos anti-AAV em neonatos, criangas e
adolescentes, consequéncia de uma infe¢do natural no inicio da vida. Estes niveis de
anticorpos circulantes tendem a aumentar progressivamente ao longo da vida. Deste
modo, a detecdo da imunidade preexistente ao vetor viral, antes da realiza¢do da terapia
génica, torna-se indispensavel de forma a evitar respostas imunes potencialmente fatais.

(7,70,71)

Pelo contrério, o facto de o sistema imunologico do feto ser imaturo, permite a
tolerancia de novos antigenos, que estes sejam reconhecidos como “self”, resultando
numa reduzida resposta imunologica e, possibilitando a readministra¢do da terapia apos
0 nascimento, se tal for necessaria. Esta tolerancia imunologica esta associada ao facto
das células T fetais naive apresentarem maior probabilidade de se tornarem células T
reguladoras apds exposi¢cao a um novo antigeno, suprimindo a resposta imune fetal, em
vez de se tornarem células T efetoras. (7,72,73) O facto de os fetos nunca terem sido
expostos aos vetores virais utilizados na terapia génica, a menos que ocorra uma infe¢ao
viral, torna improvavel que uma resposta de memoria resulte de uma primeira exposi¢ao

a terapia. Contudo, pode ser possivel a passagem transplacentaria de anticorpos maternos
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pré-existentes contra a proteina da capside viral de determinado vetor, por exemplo, o que
ia limitar a eficacia da terapia in utero. Logo, neste caso, seria necessario testar se o vetor
proposto para terapia fetal era suscetivel a resposta imune por parte da progenitora ou
realizar a terapia antes do transporte de imunoglobulina G materna para o sangue fetal,
que tem inicio no segundo trimestre, adquirindo-se a maioria dos anticorpos durante o
terceiro trimestre. E importante salientar que, como observado em alguns estudos pré-
clinicos, a administracdo pré-natal da terapia génica induziu tolerancia ao transgene, no
entanto ndo resultou em tolerancia a proteina da capside viral, uma vez que a exposi¢ao

¢ transitoria. (7,74)

c) Acessibilidade e natureza proliferativa de células estaminais ou progenitoras
de multiplos 6rgdos

A entrega do gene terapéutico a uma determinada populacdo de células alvo de
forma eficiente ¢ fundamental para o sucesso terapéutico. As células estaminais ou
progenitoras encontram-se acessiveis no feto e em proliferacdo de modo a suportar a
expansdo continua que ocorre durante a gestacdo. Estas caracteristicas possibilitam a
propagacgdo da correcdo genética, migracdo e distribuicdo em ambiente fetal. Ou seja,
mesmo que a populagdo alvo celular seja constituida por um pequeno nimero de células,
a sua transdugdo pode resultar em niveis significativos da correcdo genética ao
nascimento. Deste modo, tornam-se células alvo ideais na terapia génica, especialmente
quando sdo utilizados vetores virais integrativos ou na edigdo génica, uma vez que
permite a transmissdo do gene terap€utico ou da corre¢do do genoma as células
descendentes, com a esperanga que a modificacdo genética permanega ao longo da vida
do individuo. Pelo contrario, a maioria das populagdes de células estaminais ou
progenitoras no adulto encontram-se num estado quiescente sob homeostasia, podendo
ser de dificil acesso tendo em conta a distribui¢ao dos tecidos e barreiras anatdomicas, o
que se podera traduzir assim, num reduzido grau de expansdo de células transduzidas,
constituindo, deste modo, um fator limitante da eficcia da terapia génica. Assim, varios
estudos pré-natais em modelos animais foram desenvolvidos, como forma de demonstrar
a capacidade de atingir estas células em multiplos 6rgdos e dai resultar uma expressao
génica sustentada. A capacidade e eficiéncia de atingir diferentes 6rgdos encontra-se
dependente das seguintes varidveis: do sistema de entrega, da via de administracdo da

terapia e a idade gestacional aquando da sua realizacdo. (10,11,36,75)
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d) Permeabilidade da Barreira Hematoencefalica

A permeabilidade da barreira hematoencefélica torna-se vantajosa, uma vez que
permite entregar por administragao sistémica a terapia génica ao nivel do sistema nervoso
central (SNC) e, deste modo proporcionar o tratamento de doengas associadas. Assim,
evita-se a necessidade de inje¢des intratecais, que sdo realizadas no periodo pos-natal para
aceder ao SNC. A entrega de genes neste 0rgao podia, entdo, possibilitar uma corre¢ao

precoce o suficiente para prevenir alteracdes patologicas irreversiveis no cérebro. (7,8)

Permeabilidade

da BHE
Pequeno
tamanho
Sistema imune
= imaturo
Acessibilidade a
células estaminais
Figura 3.3. — Representa¢do das vantagens da terapia génica pré-natal.

Adaptado de (49)
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4. Entrega da Terapia Génica ao Feto

Primeiramente, o vetor devera entrar na circulagdo fetal. Dever-se-4 garantir a
seguranga da progenitora aquando deste processo, assim como do feto, sendo importante
maximizar a transferéncia da terapia para o0 mesmo e, por conseguinte, minimizar a
mesma para a progenitora. Ja em circulagao, o vetor devera atingir o alvo, devendo evitar-
se que afete outros tecidos. (8) Contudo, este ¢ um processo complexo e que necessita de
ser altamente regulado uma vez que, varios estudos relataram uma distribuicao
generalizada da terapia, embora em niveis mais baixos, para outros tecidos que nao o
alvo. (76,77) Para além disso, podem-se suceder consequéncias, como por exemplo,
modificacdo da linha germinativa ou carcinogénese se, em ambiente fetal, a expressao do
transgene ocorrer em local ou tempo ndo apropriados. Assim, torna-se importante o
desenvolvimento de sistemas de entrega que apresentem especificidade para as células ou

tecidos alvo.

Outro fator importante a considerar ¢ o efeito da exposi¢ao fetal nos vetores, uma
vez que a entrega da terapia ¢ feita em muitos compartimentos fluidos, como soro, vias
aéreas ou liquido amniotico. O soro humano pode inativar retrovirus e o liquido amnidtico
inibe a infe¢ao pelos mesmos. Assim pode ser necessaria uma altera¢do na construgdo do
vetor retroviral, de modo a torna-lo mais resistente a inativagdo. O mesmo nao acontece
com outros vetores, como por exemplo, os vetores lentivirais, adenovirais ou adeno-

associados. (9,78)

Ja a nivel intracelular, o facto de o vetor de entrega poder ser sensivel ao pH fetal
ou a varia¢do de temperatura pode constituir uma barreira a transferéncia do material

genético até ao nucleo. (8)

Para que a terapia atinja a sua eficacia terapéutica, o genoma do vetor devera
persistir dentro da célula. O gene terapéutico pode permanecer no nicleo sob a forma
epissomal ou pode integrar o genoma do hospedeiro, persistindo, deste modo, nas células-
filhas. Os vetores epissomais, como por exemplo, os vetores adenovirais e adeno-
associados, conseguem persistir durante um longo periodo quando entregues a tecidos
quiescentes. Porém, as células fetais possuem uma natureza altamente proliferativa,
podendo prejudicar a eficiéncia destes vetores. J& os vetores capazes de se integrarem no
genoma do hospedeiro, como o caso dos vetores retrovirais, podem persistir durante um

periodo maior nas células, no entanto ha um maior risco de mutagénese por insercao e
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desenvolvimento posterior de tumores aquando da sua utilizagdo. Torna-se assim
importante a otimizacdo dos sistemas de entrega, com o intuito de maximizar a
persisténcia do gene terapéutico e minimizar possiveis riscos. Outro fator que deve ser
tido em conta, ¢ o potencial silenciamento epigenético do transgene, durante a

reprogramagao epigenética fetal. (8,36,40)

Por ultimo, deve-se considerar a eliminacao dos vetores de entrega em ambiente
fetal. Um estudo, realizado no final da gestacao, demonstrou uma clearance elevada por
parte do feto para a morfina. Se 0 mesmo acontecer com os sistemas de entrega, a eficacia
da terapéutica pode ser afetada, podendo ser necessaria uma maior dose terapéutica.

(8,79)

4.1. Sistemas de Entrega

Um desafio a ter em conta na terapia génica ¢ o facto de os genes terapéuticos
possuirem carga negativa e grandes dimensdes, o que lhes impede de atravessar
diretamente as membranas celulares. Para além disto, o DNA terap€utico precisa de
escapar as endonucleases, assim como da clearance renal. Como tal, vao ser necessarios
veiculos que facam chegar a terapia ao seu alvo. De um modo geral, os vetores de entrega
podem ser classificados em vetores virais e vetores ndo virais, contudo, a maioria dos
ensaios clinicos de terapia génica, cerca de 70%, recorrem a vetores virais, como por

exemplo, retrovirus, lentivirus (Lv), adenovirus (Ad) e virus adeno-associados. (40,80)

4.1.1. Sistemas de Entrega Virais

Um virus ¢ um parasita intracelular obrigatdrio, ou seja, depende da maquinaria
da célula hospedeira para se replicar, podendo ser composto por um genoma de DNA ou
RNA. Devido a capacidade que apresentam de infetar varios tipos de células, bem como
de se replicarem dentro de um organismo, os virus sdo utilizados na terapia génica como

sistemas de entrega. (81)

Encontrar um vetor de entrega viral adequado para fornecer o gene terapéutico ao

seu alvo, tornou-se um desafio na terapia génica, pois apesar de abundantes no meio
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ambiente, os virus apresentam diferencas na sua composicdo genética, apresentando
diferentes vantagens e desvantagens. O facto de os virus exibirem especificidade para
diferentes tipos de células, permite que estes possam ser selecionados com base no tipo

de célula que necessita da terapéutica. (40)

Ao recorrer a estes vetores, aproveita-se a capacidade natural dos virus de infetar
células. Os virus mais amplamente utilizados em ensaios clinicos sdo os adenovirus,
lentivirus e virus adengo-associados. Sendo que, os AAVs sdo maioritariamente
escolhidos para aplicagdo in vivo, enquanto os vetores lentivirais sao geralmente
utilizados na terapia génica ex vivo. Os virus com capacidade de integragdo no genoma
do hospedeiro, como os retrovirus, permitem a expressao do transgene a longo prazo, mas
apresentam um risco acrescido de mutagénese por inser¢do, especialmente se a integracdo
for aleatoria e ndo direcionada. Para além disto, apesar destes se tratarem de vetores virais
“inativados”, nao sdo completamente livres de riscos, podendo causar uma resposta

imune nociva no hospedeiro. (52,82,83)

A escolha do vetor vai depender do tropismo tecidual, da capacidade de integragao
no genoma do hospedeiro, da sua imunogenicidade, bem como da capacidade de
empacotamento ¢ a facilidade de obtengao do vetor. (69) Resumindo, considera-se que o
vetor de entrega ideal para a terapia génica pré-natal serd aquele que produz uma
expressao regulada e terapéutica do gene a longo prazo, através de uma entrega Uinica e
eficiente do gene. Este também devera ser seguro para a mae e feto. Em adi¢do, o vetor
deve ter espaco suficiente para incorporar quer o gene terapéutico, tal como os elementos
reguladores, deve apresentar um tropismo especifico para com o alvo, boa eficiéncia de
transducdo, uma baixa imunogenicidade, assim como reduzido potencial teratogénico e
mutagénico. Nos estudos pré-clinicos de terapia génica fetal, foram mais frequentemente

utilizados os adenovirus e AAV, bem como o lentivirus e o retrovirus. (9)

a) Retrovirus

Os retrovirus correspondem a Classe VI da Classificacdo de Virus de Baltimore.
Pertencem a familia Retroviridae e sao virus envelopados, com cerca de 100 nm, que
contém duas cadeias de RNA envoltas por uma capside. O seu genoma de RNA de cadeia
simples (ssRNA) ¢ retrotranscrito em DNA por meio da transcriptase reversa. O DNA

sintetizado €, entdo, integrado no genoma da célula hospedeira, permitindo uma expressao
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génica viral de longo prazo nas células infetadas e sua descendéncia. (41,84) Os retrovirus
mais comuns sao 0 gamma-retrovirus e o lentivirus, derivados, por exemplo, do virus da
leucemia murina (MLYV, do inglés murine leukemia virus) e do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV, do inglés human immunodeficiency virus), respetivamente. (Figura 4.1.) A
principal diferenga entre ambos, reside no facto do lentivirus conseguir infetar células
pés-mitoticas, para além de células em divisdo, enquanto o gamma-retrovirus apenas

consegue infetar células em divisdo. (40)

De uma forma geral, o genoma retroviral contém quatro tipos de genes: gene gag
(codifica a poliproteina estrutural Gag necessaria a montagem de particulas semelhantes
a virus), gene pro (codifica a protease viral, envolvida na maturago das particulas virais),
gene pol (codifica as enzimas transcriptase reversa, integrase e Ribonuclease H) e o gene
env (codifica as glicoproteinas de superficie viral e proteinas transmembranares,
envolvidas na ligacdo ao recetor celular e, posterior fusdo). Em cada extremidade deste
genoma, encontram-se as longas sequéncias repetitivas (LTR, do inglés long terminal

repeat). (Figura 4.1.) (41,85)

No desenvolvimento de vetores retrovirais, os genes virais sao removidos e
substituidos pelo gene terapéutico, tornando-os, deste modo, incapazes de se replicarem,
e mantendo-se apenas, o sinal de packaging ¥ e as sequéncias LTRs, elementos estes
necessarios a introducdo do genoma viral no DNA do hospedeiro. (41,84) Como
vantagem, estes vetores virais possibilitam a inser¢do de um transgene com 9 a 12 kb,
bem como uma expressdao génica a longo prazo, no entanto, a falta de especificidade

celular torna-se um problema. (86)

Ao longo do tempo, a utilizagdo de vetores derivados do MLV tem vindo a
diminuir e a ser substituida pelo uso de vetores lentivirais derivados do HIV-1 que,
contrariamente aos anteriores, ndo requerem que a célula do hospedeiro se encontre em

divisdo celular. (84)
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Figura 4.1. — Representagdo do genoma de um gamma-retrovirus e de um lentivirus.

Adaptado de (87)

b) Lentivirus

Os lentivirus sd3o uma subclasse de retrovirus, que demonstram interesse pela sua
capacidade de infetar células em divisdo, como também aquelas que nao se encontram
em divisdo. [sto ocorre pois o complexo de pré-integracdo do virus consegue atravessar a
membrana nuclear da célula-alvo, ao contrario do gamma-retrovirus, que s6 tem acesso
ao cromossoma do hospedeiro quando a membrana nuclear se rompe durante a divisao

celular. Um dos virus mais estudados desta subclasse ¢ o HIV-1. (41,88)

O seu genoma ¢ similar ao dos retrovirus, contudo, os lentivirus sdo retrovirus
complexos, requerendo de genes adicionais para a replicacdo viral. Ou seja, relativamente
ao HIV, para além de conter no seu genoma genes gag, pro, pol e env, como também as
sequéncias LTR, PBS (primer binding site) e o trato de polipurina (PPT), apresenta
também dois genes reguladores adicionais (tat € rev) e ainda 4 genes acessorios (vif, vpr,

vpu, nef), indispensaveis a replicacao e patogenicidade in vivo do virus. (84,88)

Os vetores LV derivados do virus HIV-1 tém evoluido ao longo dos anos, com o
objetivo de melhorar a seguranga dos mesmos, como também a sua eficacia, sendo que
para este efeito, ao longo das geragdes foram-se omitindo cada vez mais genes virais. (89)

De um modo geral, os vetores de primeira geragdo, consistiam em trés plasmideos, um
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plasmideo packaging, com todos os genes HIV reguladores e acessorios, excepto o gene
env, que se encontrava noutro plasmideo. O terceiro plasmideo continha o gene
terapéutico. Na segunda geracdo, manteve-se o sistema de trés plasmideos, tendo sido
retirados apenas 0s genes acessorios, que promovem a proliferacao e infe¢ao viral, o que
levou a uma maior seguranga. (90-92) Os vetores Lv de terceira geragao sao os mais
utilizados atualmente, sendo constituidos por quatro plasmideos. O gene fat foi retirado
do plasmideo packaging e foram criados dois plasmideos, um com os genes gag € pol, e
outro com o gene rev. Os restantes plasmideos mantiveram-se. (Figura 4.2.) (93,94)
Atualmente, para além dos anteriores ja existem os vetores de lentivirus de quarta
geracdo. Devido a remocgao do gene tat, nos vetores Lv de terceira e quarta geragdes, o

risco de reversdo para virus com competéncia de replicagdo in vivo é reduzido. (9)

Estes apresentam como vantagem uma expressdo transgénica estavel por
integracdo no genoma do hospedeiro, baixa imunogenicidade, bem como um menor risco
de genotoxicidade e mutagénese por inser¢do, em comparagdo com vetores retrovirais.
Contudo, apresentam uma capacidade transgénica limitada. Vetores de terceira geragao
tém sido utilizados, maioritariamente, na terapia génica ex vivo de HSC para tratamento
de hemoglobinopatias e imunodeficiéncias, tais como a anemia falciforme, p-talassémia
e SCID. (52,95) Contudo, ¢ improvavel que o mesmo procedimento seja realizado no
periodo pré-natal, devido a incapacidade de obter uma quantidade suficiente de células

autdlogas em seguranca. (96)

Relativamente a aplicabilidade de vetores lentivirais na terapia génica in utero,
num estudo pré-clinico foram realizadas injeg¢des intra-hepaticas in utero de um vetor Lv
que expressa a B globina, em fetos de murganhos com [-talassémia, sendo que se
verificou uma normalizagdo pds-natal dos niveis de hemoglobina no sangue. Os
investigadores encontraram locais de integracdo nao intencionais, integragdo no gene
Pegl2, que estd associado a carcinogénese. Apesar disto, até as 32 semanas apos o
nascimento dos mesmos, ndo foi observado nenhum carcinoma hepatocelular nos

modelos animais. (97)

De um modo geral, apesar destes vetores se mostrarem promissores para a terapia
génica fetal, vai ser necessdria uma pesquisa prévia a sua utilizagdo em fetos humanos,
relativamente a seguranca e eficicia dos mesmos, bem como de promotores com

especificidade tecidular. (93, 98)
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Figura 4.2. — Representagdo esquemdatica de um vetor baseado em lentivirus de terceira
geragdo. Adaptado de (99)

c) Adenovirus

Este virus foi o primeiro vetor viral desenvolvido no ambito da terapia génica,
tendo sido aprovado em 1990 para ensaios clinicos. Os adenovirus sdo virus ndo
envelopados que possuem um genoma de DNA de cadeia dupla (dsDNA) de,
aproximadamente, 35 kb, encapsulado numa cépside icosaédrica com cerca de 70-100
nm. (14,40) Este virus tem a capacidade de transduzir as células que se encontram em
divisdo, tal como as células quiescentes. Sao virus ndo integrativos, ou seja, nao integram
o genoma do hospedeiro, minimizando, deste modo, o risco de mutagénese por inser¢ao.
Contudo, esta caracteristica transpde-se numa limitagdo da expressdo do transgene a
longo prazo. O seu uso na terapia génica in vivo foi significativamente reduzido devido a
sua elevada imunogenicidade, originando frequentemente respostas inflamatorias
significativas, optando-se por outros vetores virais, tais como os AAVs e lentivirus.

(52,83)

De uma forma geral, o genoma do adenovirus € organizado da seguinte forma: em
genes early (E1, E2a, E2b, E3 e E4), genes intermediate (IX e IVA2) e genes late (L1,
L2, L3, L4 e L5). O seu genoma contém também a sequéncia de packaging v e em cada
extremidade, repeti¢des terminais invertidas, ITRs (do inglés inverted terminal repeats).

(100-102)

Ao longo dos anos foram surgindo, na terapia génica, diferentes geragdes de

vetores adenovirais numa tentativa de desenvolver vetores mais seguros e eficazes.
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Existem trés geragdes de vetores Ad (Figura 4.3.). Nos vetores de primeira geracao,
ocorre substituicao da regido do gene E1 pelo transgene, podendo haver também delecao
do gene viral E3, com o objetivo de aumentar a capacidade do vetor viral. Estes vetores
tém uma capacidade de transgene de até 8 kb, contudo induziam uma forte resposta por
parte do sistema imunitario. Deste modo, surgiram os vetores de segunda geragao. Nestes,
para além da delecdo dos genes E1 e E3, foram também eliminados os genes E2 e E4, o
que se traduziu num aumento da persisténcia do transgene, assim como uma diminui¢do
da resposta inflamatoria. No entanto, estes ndo conseguiram resolver totalmente a questao
da imunogenicidade assim como o problema de capacidade. (103) Os vetores de terceira
geracdo, também designados como “gutless vectors” carecem de todos os genes virais,
contendo apenas ITRs e o sinal de packaging v, o que lhes confere uma menor
imunogenicidade quando comparados com os anteriores. Adicionalmente, apresentam
uma maior capacidade transgénica, sendo possivel a introducdo de material genético ndo
viral até 37 kb, como também permitem uma expressao do transgene a longo prazo e uma

menor contaminagao com particulas virais replicantes. (104)

E1A E1B MLP E3

D D b L1 L2 L3 L4 D L5
- - ) ] E— - - E—

| Genoma Ad5

] ——— ] ] —

E2B e2ad e4q

D Transgene

s Y CtOT de 1 geragdo
(deleg@o E1/E3)

DTransgene .
I M M Vetor de 2* geragdo
AE1 AE2 AE3 AE4 (delegdio E1/E3 + E2/E4)
D Transgene | DTransgene Il Vetor de 3* geracio
| S— el Vetor gutless

Figura 4.3. — Representagdo da organiza¢do genomica de um adenovirus do serotipo 5
(Ad5) e das diferentes geragoes de vetores. Adaptado de (103)
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d) Virus Adeno-associados

Os virus adeno-associados (Figura 4.4.) pertencem ao género Dependovirus e a
familia Parvoviridae, tendo sido descobertos em 1965 como contaminantes de isolados
de AdV. (105) Sao virus ndo envelopados e nao patogénicos, de pequenas dimensoes,
possuindo um genoma de DNA de cadeia simples (ssDNA) com cerca 4,7 kb. (106) Para
se replicarem e estabelecerem uma infe¢o viral produtiva, estes estdo dependentes da co-
infeccdo com outros virus, estes tltimos denominados virus Helper, como por exemplo o

adenovirus. (107)

Nas extremidades do genoma encontram-se duas sequéncias ITRs, que funcionam
como origem e iniciadores da replicacdo. Fazem parte da estrutura do AAV, trés genes,
Rep (Replication), Cap (Capsid) e aap (Assembly). O gene Rep codifica as quatro
proteinas ndo estruturais necessarias a replicagdo viral (Rep78, Rep68, Rep52 e Rep40),
enquanto o gene Cap codifica para as proteinas estruturais da céapside viral
(VP1/VP2/VP3). Ja o gene aap codifica para a proteina de ativacao de montagem (AAP,
do inglés assembly activating protein). (108,109)

No desenvolvimento de vetores AAV, ocorre substituicdo dos genes virais pelo
gene terapéutico. Deste modo, as ITRs sdo as Unicas sequéncias virais que permanecem
aquando da produgdo do vetor, uma vez que sdo imprescindiveis a replicagdo e
empacotamento do genoma. (Figura 4.4.) (41,107) Cada um dos serotipos de AAVs até
agora identificados, interage com diferentes recetores das células hospedeiras. Assim,
com base no tipo de células ou tecidos alvo, poder-se-a selecionar o serotipo mais
adequado. Um dos primeiros serotipos de AAV identificado e caracterizado foi o AAV?2,
com tropismo para células nervosas, tumorais, células fotorreceptoras, epitélio pigmentar
da retina e o unico que apresenta especificidade para o rim. A maioria dos vetores

utilizados atualmente em terapia génica faz uso das ITRs deste serotipo. (40,110)

Tal como os adenovirus, estes virus também apresentam a capacidade de
transduzir células em divisdo e quiescentes, no entanto sa30 menos imunogénicos que 0s
anteriores € ndo sdao patogénicos, demostrando, portanto, uma maior seguranca. Como
resultado, estes tém sido extensivamente utilizados em ensaios pré-clinicos, tal como em
ensaios clinicos de terapia génica. (52) No entanto, os AAVs possuem uma reduzida
capacidade transgénica, cerca de 4 kb, limitando, assim, os transgenes que podem ser

transportados. (111)
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Viérios estudos de terapia génica in utero, t€m caracterizado os AAVs em termos
de seguranca e eficacia a longo prazo, bem como realizado comparagdes com outros
vetores virais. Uma terapia génica baseada em AAVs que expressavam o fator IX,
administrada a primatas nao humanos, resultou numa expressao génica de longo prazo
sem toxicidade associada. (112) Num outro estudo in utero, realizado em ratinhos,
observou-se que células pulmonares transduzidas com um vetor AAV2/9 a expressar GFP
(green fluorescent protein), resultou numa expressao de até 6 meses. Contudo, 0 mesmo
ndo se verificou aquando da utilizagdo de vetores lentivirus. Apesar dos resultados
promissores, a seguranca associada ao vetor deve ser rigorosamente avaliada, bem como
o potencial de integracdo do mesmo em ambiente fetal, antes de uma passagem para

ensaios clinicos em fetos humanos. (8,113)

Virus adeno-associados
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Figura 4.4. - Representacdo esquematica do genoma de um AAV e vetor viral derivado.
Adaptado de: (99)
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4.1.2. Sistemas de Entrega Nao-Virais

Os sistemas de entrega ndo virais englobam métodos fisicos e métodos quimicos
que vao auxiliar a transferéncia do material genético exdgeno para a célula alvo,
facilitando a sua entrada e, consequente biodisponibilidade intracelular. Em comparagao
com os vetores virais, os presentes sistemas apresentam reduzida patogenicidade, menor
risco de mutagénese por inser¢do, maior flexibilidade, uma vez que permitem a
incorporagdo de transgenes sem restricdo de tamanho, bem como uma maior facilidade e
menor custo da sua produgdo em larga escala. Estes sistemas ndo virais tentam reproduzir
a capacidade dos virus como veiculos de entrega, oferecendo uma maior seguranga.
Contudo, retratar o que um virus faz naturalmente torna-se um grande desafio que tem
levado ao desenvolvimento de diferentes estratégias. A escolha e o desenho do sistema
ndo viral mais adequado irdo depender do tecido ou célula alvo e do tipo de material
genético terapéutico, bem como da eficdcia e seguranca do sistema de entrega.

(41,114,115)

Estes vetores devem ser desenvolvidos de forma a ultrapassar as barreiras
fisiologicas, devendo apresentar estabilidade suficiente para permitir a entrega da terapia
ao alvo, o que requer protecdo da degradagdo enzimadtica, bem como da exposicdo a
componentes intersticiais do hospedeiro, como por exemplo, albumina e anticorpos. Uma
vez no interior da célula alvo, devem conseguir resistir a degradacdo citoplasmatica e

conseguir chegar ao ntcleo celular. (114)

a) Sistemas de Entrega N&o-virais Fisicos

Uma inje¢ao de DNA isolado, ndo incluido num vetor (naked DNA), em tecidos
ou administrada na circulacao sistémica apresenta-se como a plataforma de entrega mais
simples no feto. No entanto, a eficicia da transfec¢do vai ficar comprometida devido a
rapida degradacdo por nucleases e a eliminagdo pelo sistema mononuclear fagocitico.
(116) De forma a ultrapassar este problema, surge a aplicacdo de métodos fisicos. Estes
alteram a permeabilidade da membrana celular, temporariamente, através da aplicagao de
forgas fisicas, permitindo a entrega intracelular do material genético. Neste procedimento
vai ser importante o estabelecimento de um equilibrio entre a eficiéncia da entrega do
material genético a célula e o dano exercido sobre a mesma. (41) Seguidamente, sao

apresentados alguns dos sistemas ndo-virais fisicos utilizados na transferéncia de genes.

27



A electroporacdao melhora a permeabilidade celular através da aplicagdo de
impulsos elétricos. Estes vao destabilizar a membrana celular, sendo criados poros
temporarios que vao permitir a introducdo do material genético na célula. (117) Os tecidos
alvo mais frequentes sdo a pele, musculo e olhos, tendo este método também sido
utilizado em tumores. Destaca-se também o sucesso deste método na entrega de material
genético a nivel do sistema nervoso central, quer no periodo pré-natal como pds-natal.
(118) Relativamente ao seu sucesso in utero, apresenta-se um exemplo, onde a
transferéncia de genes mediada por electroporagdao in vivo em ratinhos, recuperou
parcialmente a audi¢do e a fungdo vestibular dos mesmos. (119) Destaca-se, aquando da
realizacdo deste procedimento, uma resposta imune e inflamacao reduzidas, crescentes
niveis de transferéncia e expressao de genes, aproximando-se dos de vetores virais, bem

como o custo relativamente baixo. Contudo, existe o risco de choque elétrico para o feto.
(8)

No caso do método de bombardeamento com particulas metalicas revestidas com
acidos nucleicos (gene gun), particulas de ouro ou de outros metais, revestidas com o
DNA de interesse sdo expelidas a alta velocidade por um gas pressurizado (como por
exemplo, o hélio) ou por descarga elétrica de alta voltagem com o objetivo de atingir
profundamente o alvo e entregar o material genético exégeno. Contudo, a expressdo dos

genes ¢ transitoria e podem ocorrer danos celulares significativos associados a descarga.

(120)

Ja a sonoporacdo ¢ uma técnica ndo invasiva € segura, que se baseia na
transferéncia de genes mediada por ultrassom. O material genético terapéutico &
incorporado dentro de microbolhas, pequenas esferas com gés, e administrado na
circulacao sistémica, sendo aplicado externamente ondas de ultrassom que vao permitir a
permeabilizacdo temporaria da membrana celular, através da criagdo de pequenos poros
na membrana, possibilitando a entrega intracelular do material genético. Geralmente, este
procedimento ¢ utilizado ao nivel cerebral, da cornea, rins, cavidade peritoneal, tecidos

musculares e cardiacos. (115)

Relativamente a entrega hidrodindmica, o volume de DNA injetado vai criar uma
pressdo hidrodindmica que vai aumentar a permeabilidade do endotélio capilar. Assim,
ocorre formagdo temporaria de poros na membrana plasmatica que circunda as células do
parénquima, permitindo a passagem do material genético por estes. Este método ¢ mais

frequentemente utilizado na terapia génica em células hepaticas. A sua eficicia vai
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depender da forca hidrodinamica aplicada, da estrutura do alvo, bem como dos capilares.

(120,121)

b) Sistemas de Entrega N&o-Virais Quimicos

Para além do facto, de ao ser administrado naked DNA, este estar sujeito a
degradacao enzimatica como também a eliminacdo por parte do sistema fagocitico, o
DNA apresenta uma estrutura rica em grupos fosfato, o que lhe confere uma carga
negativa, limitando, deste modo, a sua interagdo com lipidos aniénicos na membrana
celular. De modo a ultrapassar este problema, o DNA pode formar complexos com lipidos
ou polimeros carregados positivamente a fim de facilitar o seu transporte para dentro das
células. Existem, assim, duas categorias de complexos: os lipoplexos e poliplexos,

dependendo se foi usado um lipido ou polimero na sua formulagdo. (114,116,122)

Os sistemas de entrega de base lipidica estdo entre os vetores ndo-virais mais
amplamente utilizados. Os lipidos catiénicos sdo formados por cadeias alquilicas
hidrofobicas, ligadas por um grupo de ligagdo a um grupo polar. Exemplos destes sdo o
DOTMA (I,2-di-O-octadecenyl-3- trimethylammonium propane) e DOTAP (I,2-
dioleoyloxy-3-trimethylammonium propane). Estes ao condensarem com os acidos
nucleicos, protegem-nos da degradacdo enzimatica e possibilitam a entrega destes a célula
alvo por interagdo com a membrana celular carregada negativamente. Os lipidos
cationicos destacam-se pela baixa citotoxicidade e imunogenicidade, estrutura variavel,
apresentando uma alta capacidade transgénica, o que permite a entrega de 4acidos
nucleicos com um maior tamanho. Sdo biodegradédveis e de facil produgdo. Contudo,
apresentam uma baixa efici€éncia de entrega do material genético, que se deve a uma fraca
estabilidade e rdpida elimina¢do. De modo a melhorar a mesma, podem-se modificar os
constituintes dos lipidos, ou seja, os dominios hidrofobicos, hidrofilicos ou o grupo de
ligagdo destes dominios, podendo também ser adicionados outros componentes lipidicos

tais como o fosfolipido DOPE ou o polietilenoglicol (PEG). (41,80,123-125)

Relativamente aos sistemas de base polimérica, os polimeros catidonicos interagem
com os acidos nucleicos carregados negativamente, originando poliplexos capazes de
proteger o material genético e facilitar a entrega intracelular. Além disso, estes sistemas
permitem a incorporacdo de diferentes ligandos de modo a melhorar a eficiéncia de

entrega ao alvo. Comparativamente aos sistemas de entrega de base lipidica, os presentes
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vetores, demonstram maior estabilidade, sendo que uma vez dentro da célula, a
degradagdo progressiva do polimero permite controlar a taxa de libertacdo do material
genético. Os polimeros utilizados na produgdo destes vetores podem ser divididos em:
polimeros naturais, tais como, proteinas, péptidos, polissacarideos; ¢ em polimeros
sintéticos, como por exemplo, poli-L-lisina (PLL), polietilenoimina (PEI, do inglés
Polyethyleneimine), dendrimeros, sendo que estes ultimos sdo os mais utilizados.

(41,115)

30



5. Estratégias Terapéuticas

5.1. Transferéncia de Genes

Esta estratégia terapéutica envolve a substituicao ou adi¢do de genes. (Figura 5.1.)
No caso da substituicdo de genes, uma copia funcional do gene ¢ entregue a células
especificas com o fim de corrigir a disfungdo celular causada por produtos genéticos
ausentes ou nao funcionais. Pode ocorrer diretamente in vivo ou através da correcao de
células ex vivo. A substitui¢do de genes ¢ uma abordagem simples para o tratamento de
doengas monogénicas. Contudo, relativamente a doengas complexas com etiologia
multifatorial, como doencas cardiovasculares ou do foro oncoldgico, e doencas
infeciosas, a estratégia mais adequada ¢ a adi¢do de genes. Esta envolve a introducdo de
um gene com o fim de melhorar os sintomas da patologia em questdo, e ndo pela corre¢ao

de um gene defeituoso. (6,126)

A. Substituicio de genes B. Adicao de genes

Gene com mutagio Gene funcional Gene terapéutico

Fatores genéticos

|
Spbsﬁtu.i;ﬁo . . : Adigdo . .
|

“— 00 & 00
b N v
Doenga Corregdo

Doenga Alivio da
doencga

Figura 5.1. Representacdo da transferéncia de genes por substituicdo (4) e por adigdo
(B). (A) Uma mutac¢do genética num determinado gene anula a sintese de proteinas,
levando ao desenvolvimento da doenca. Ao fornecer uma copia funcional do gene, vai
ocorrer a producao de proteinas, permitindo a correcao da patologia. (B) A exposicao a
multiplos fatores genéticos e/ou ambientais pode levar ao desenvolvimento de
determinada patologia. Ao ser adicionado um gene terap€utico que visa um aspeto
especifico da doenca, possibilita-se o alivio da sintomatologia da mesma.
Adaptado de (126)
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5.2. Silenciamento de Genes

De um modo geral, o silenciamento de genes refere-se a redugao da expressao de
um ou mais genes, o que pode beneficiar no tratamento de varias doengas. Isto pode ser
realizado com recurso a vdrias estratégias, como RNA de interferéncia (RNAi, do inglés
Interference RNA), oligonucleotideos antisense (ASOs, do inglés Antisense
Oligonucleotides), ribozimas, aptameros, entre outros. Em seguida sdo abordados alguns
destes mecanismos, nomeadamente o0 RNAi e ASOs, uma vez que se tratam dos mais

utilizados no silenciamento da expressao genética. (127,128)

5.2.1. RNA de Interferéncia (RNA1)

O presente mecanismo foi identificado pela primeira vez em 1998, no nematodo
Caenorhabditis elegans, tendo-se observado que moléculas de dsRNAs estavam
envolvidas no silenciamento de genes. O RNAi ¢ um mecanismo pos-transcricional de
regulacdo da expressdo genética, que ocorre naturalmente em organismos eucariotas,
como mamiferos ou plantas. Este também ¢ usado na resposta imune inata contra infecdes
por virus ou bactérias. Este mecanismo vai depender da presenca de moléculas de RNAi
na célula, sendo que uma das cadeias ¢ complementar com o mRNA alvo. Sado
normalmente utilizados trés tipos diferentes de moléculas de RNAi, siRNA (do inglés,
short interfering RNA), shRNA (do inglés short hairpin RNA) e miRNA (do inglés,
microRNA). (129-131)

O miRNA e o siRNA apresentam origens celulares diferentes, ou seja, enquanto
os siRNAs podem ter origem enddgena ou exdgena (como por exemplo, por infe¢dao
viral), os miRNAs derivam do genoma. (132) Outra diferenca entre estas moléculas esta
associada a complementaridade com as sequéncias alvo, sendo que os siRNAs
apresentam maior complementaridade, ao contrario dos miRNAs. No citoplasma, ocorre
o processamento de dsRNA em siRNA, mediado pela enzima Dicer. O siRNA ¢
incorporado, posteriormente, no complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC,
do inglés RNA induced silencing complex), onde vai ocorrer separacdo das duas cadeias
de RNA. Uma das cadeias ¢ degradada, enquanto a cadeia guia se liga a sequéncia de
mRNA complementar através do complexo RISC. Apos a ligagdo, ocorre degradagdo do
mRNA ou o bloqueio da sua traducdo. (Figura 5.2.) Relativamente ao miRNA, este ¢

transcrito a partir do DNA em miRNA primério (pri-miRNA) no ntcleo da célula. Em
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seguida, ¢ processado por duas proteinas, Pasha e Drosha, resultando num miRNA
precursor (pré-miRNA). O pré-miRNA ¢ transportado para o citoplasma, onde ¢
processado pela enzima Dicer, obtendo-se 0 miRNA. As etapas seguintes sdo idénticas
aquelas que ocorrem com siRNA. (Figura 5.2.). (41,133) No caso dos shRNAs, estes sdao
transcritos no nucleo celular e, em seguida, sdo processados pela enzima Drosha. Os pré-
shRNAs resultantes sdo transportados para o citoplasma, onde vao sofrer a agdo da
enzima Dicer, formando siRNA de cadeia dupla que, posteriormente, vai ser incorporado

no RISC. (Figura 5.2.) (131)

Deste modo, moléculas siRNAs vao apresentar como vantagem o facto de nao ser
necessario que estas atinjam o nucleo de forma a serem processadas e exercerem o seu
efeito, comparativamente aos miRNAs e shRNAs. Contudo, estes ultimos apresentam

uma maior duracdo e capacidade de silenciamento de genes. (134,135)
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Figura 5.2. Representa¢do esquemdtica de trés vias do mecanismo de RNA interferéncia.
Adaptado de (131)
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5.2.2. Oligonucleotideos Antisense (ASO)

Os oligonucleotideos antisense caracterizam-se por serem sequéncias curtas de
acidos nucleicos de cadeia simples que se ligam por complementaridade ao RNA alvo,
resultando numa alteragdo ou reducao da expressao do mesmo. Esta estratégia permite
assim, reduzir a expressao de proteinas com determinada mutagdo, como também

restaurar a expressdo proteica ou modificar proteinas. (136)

Uma vez que na sua forma ndo modificada, os ASOs sdao suscetiveis a rapida
degradacao por exonucleases e endonucleases, comprometendo o seu potencial
terapéutico, surgiu a necessidade de introduzir modificagdes quimicas nos mesmos, de
modo a aumentar a sua biodisponibilidade, assim como melhorar a especificidade e
afinidade para com o alvo. (137) Nos ASOs de primeira geracdo, ocorreu uma
substitui¢do de um 4tomo de oxigénio por um atomo de enxofre no grupo fosfato, o que
possibilitou uma maior estabilidade e resisténcia a atividade das nucleases, bem como um
maior tempo de semi-vida. (138) Os oligonucleotideos de segunda geragdo, como por
exemplo o 2'-O-metil (2'-OME) e 2'-O-metoxietil (2'-MOE), resultaram de modifica¢des
na posicdo 2’ da ribose o que melhorou o seu perfil de seguranga e eficacia. Contudo,
alguns destes ASOs ndo conseguem recrutar a RNAse H e, deste modo, induzir a
degradacdo do mRNA, tendo de atuar por um outro mecanismo (bloqueio
estereoquimico). (139,140) De modo a aumentar a resisténcia a degradacdo enzimatica,
bem como a estabilidade e a afinidade para com o alvo, uma terceira geracao de ASO foi
desenvolvida principalmente por modificagdes no grupo fosfato e no nucleosideo. Estes
incluem por exemplo, acidos nucleicos peptidicos (PNAs, do inglés Peptide nucleic acid),
oligbmeros morfolino fosforodiamidato (PMOs, do inglés Phosphorodiamidate
morpholino oligomer), 4cido nucleico bloqueado (LNA, do inglés Locked nucleic acid).

(138,141)

Esta estratégia terapéutica pode atuar por diferentes mecanismos (Figura 5.3.), o
que vai depender da estrutura quimica do oligonucledtideo, como também da molécula
alvo. (136) Um dos mecanismos ocorre apds a ligacdo do ASO ao RNA, levando ao
recrutamento da RNase H, o que leva a degradagao do mRNA alvo. Contudo, a RNase H
requer um oxigénio livre na posi¢ao 2’°, desta forma os oligonucleotideos que apresentam
modificacdes nesta posicdo ndo conseguem induzir a regulagdo negativa do RNA alvo

por meio da RNase H. Ou seja, apenas os oligonucleotideos de primeira geracao
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conseguem atuar por este mecanismo. (142,143) Os ASOs que ndo recrutam a RNase H,
podem atuar bloqueando a tradugdo de proteinas por ligagdo ao mRNA e impedindo a

ligacdo ribossomica ou por modificagdo do processo de splicing do pré-mRNA. (144)
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Figura 5.3. — Representagcdo dos mecanismos de agdo dos ASOs. (1) Traducdo de
proteinas na auséncia de ASO. (2) No citoplasma, a forma¢ao do complexo ASO-mRNA
pode induzir a ativagdo da RNase H, o que leva consequentemente a degradacdo do
mRNA ou (3) bloquear a ligacdo a subunidade ribossémica, impedindo a traducdo de
proteinas. Em alternativa, o ASO pode entrar no nucleo e (4) inibir a formacao de 5 'cap,
(5) inibir o splicing do mRNA ou (6) ativar a RNase H. Adaptado de (137)

Relativamente a esta estratégia, foi realizado um estudo in utero em murganhos,
onde foi administrado ao dia gestacional 13-13,5, na cavidade amnidtica, ASOs
direcionado a um RNA nao codificante, MALAT1 (do inglé€s, metastasis associated lung
adenocarcinoma transcript 1), com o objetivo de verificar a eficdcia da entrega e terapia,
isto ¢, se 0 ASO conseguia regular negativamente o MALAT1 quando entregue in utero.
Esta estratégia a visar o MALAT1 foi escolhida, uma vez que este € expresso em muitos
tecidos, mas dispensavel em murganhos, tendo-se verificado anteriormente que o ASO
reduzia efetivamente os niveis de RNA MALAT1 quando administrado sistemicamente.

Este procedimento resultou numa reducao significativa do RNA MALATI no rim, figado
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e ouvido interno de murganhos neonatais, tendo o efeito persistido no figado por pelo
menos 4 semanas apos o nascimento. Uma vez que a entrega desta terapéutica resultou
numa regulagdo negativa significativa do RNA MALAT1 no ouvido interno, foi também
administrado de forma semelhante um ASO visando o pré-mRNA gerado a partir de uma
forma mutada do gene Ushlc, Ushlc c¢.216G>A. Esta mutagdo origina um local de
splicing novo que vai ser utilizado, ao invés do correto, o que resulta num splicing
defeituoso e sindrome de Usher em humanos e murganhos. A sindrome de Usher ¢ uma
doenca genética que afeta simultaneamente a visdo e a audigdo. O presente estudo
demonstrou corrigir o splicing do pré-mRNA de Ushlc.2164 no ouvido interno de
murganhos neonatais. Deste modo, ambos os estudos demonstram o potencial de
regulacdo da expressdo genética aquando da utilizagdo de ASOs no periodo pré-natal.

(145-148)

5.3. Edicao de Genes

Em alternativa as estratégias anteriores surge a edicdo genética. Esta permite a
inser¢do, delecdo ou substitui¢do de nucledtidos num local especifico do genoma da
célula, anulando, deste modo, o risco de mutagénese por insercao, bem como de expressao
transgénica ndo controlada, o que se torna uma vantagem comparativamente as estratégias
convencionais. Esta edi¢do dos genes pode ser realizada em células ex vivo ou pode ser
entregue in vivo, com o fim de editar o genoma in situ. (54,149) O presente procedimento
¢ realizado com recurso a nucleases, enzimas que se vao ligar ao DNA com diversos graus
de especificidade e induzir uma quebra em ambas as cadeias da molécula. A quebra do
DNA vai entdo estimular os mecanismos de reparagdao do hospedeiro, como a unido de
extremidades nao homologas (NHEJ, do inglés non-homologous end joining) ou a
recombinagdo homologa (HR, do inglés homologous recombination). (Figura 5.4.) A
NHEJ envolve a ligagdo das duas extremidades livres de DNA e ¢ um processo que esté
sujeito a erros, levando muitas vezes a inser¢oes ou delecdes de nucledtidos no local de
quebra (mutagao indel), o que resulta em mutacdes frameshift originando muitas vezes o
silenciamento do gene. Ja no caso da reparag¢do por HR, ¢ fornecido um molde de uma
sequéncia homologa para que o reparo ocorra, permitindo a reconstituicdo completa da

sequéncia alvo. Deste modo, enquanto a NHEJ pode ser utilizada para silenciar ou corrigir
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o gene alvo, a HR pode ser usada para corrigir um gene ja existente ou adicionar um novo.

(43,150,151)

As nucleases de edigdo genética vao ser constituidas por um dominio de
reconhecimento da sequéncia alvo (por exemplo, RNA guia no sistema CRISPR/Cas9) e
uma nuclease. (152) Atualmente, as diferentes nucleases utilizadas na edi¢do de genes sdo
nucleases dedos de zinco (ZFNs, do inglés zinc finger nucleases), nucleases efetoras
semelhantes a ativadores da transcricdo (TALENS, do inglés transcription activator-like
effector nucleases) e o sistema de repeticdes palindromicas curtas agrupadas e
regularmente interespacadas (CRISPR/Cas9, do inglés clustered regularly interspaced
short palindromic repeats/CRISPR-associated protein 9). (Figura 5.4.) Estas vao variar

na sua complexidade, atividade, especificidade, bem como facilidade de produgao. (151)
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Figura 5.4. — Tipos de nucleases utilizadas na edi¢do genética e os diferentes mecanismos
de reparagdo do DNA do hospedeiro. As nucleases de edi¢ao genética (ZFNs, TALENs e
CRISPR/Cas9) induzem quebras na dupla cadeia do DNA em locais alvo. A quebra do
DNA vai estimular os mecanismos de reparag¢ao do hospedeiro, a NHEJ ou HR. Adaptado
de (153)
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5.3.1. Nucleases Dedos de Zinco (ZFNs)

As nucleases dedos de zinco sdo constituidas por um dominio estrutural em dedos
de zinco responsavel pela ligagdo ao DNA e um dominio com atividade de nuclease,
correspondente ao enzima de restricdo Fokl, que vai induzir a quebra da dupla cadeia do
DNA. Cada unidade de dedo de zinco reconhece uma sequéncia de DNA de 3 pares de
bases (bp, do inglés base pairs), deste modo, podem constituir a nuclease diferentes
unidades de dedo de zinco, de modo a permitir que a mesma atue numa sequéncia alvo
especifica. Contudo, o facto de cada gene alvo requerer uma construgdo unica da nuclease
torna-se dispendioso e complexo. Outra desvantagem associada a este tipo de nuclease,
reside no facto de, embora a ZFN possa ter uma alta afinidade para a sequéncia alvo, pode
ocorrer ligacdo fora do alvo e, consequentemente, a quebra de outras sequéncias de DNA,

o que pode resultar numa modifica¢do ndo intencional do genoma. (151,154,155)

5.3.2. TALENSs

As TALENSs apresentam um dominio da nuclease da enzima de restrigdo Fokl, tal
como as nucleases anteriores, ¢ um dominio de ligagdo ao DNA, TALE, semelhante ao
encontrado em proteinas descobertas inicialmente em bactérias patogénicas Xanthomonas
campestres. O dominio de ligacdo ao DNA contém varias subunidades com um
comprimento de 34-35 aminoacidos, cada uma das quais reconhece um tnico par de bases
de DNA. A especificidade do dominio de ligagdo ao DNA vai ser determinada por dois
aminoacidos hipervariaveis que se encontram na posi¢do 12 e 13 da sequéncia de
aminodacidos, denominados diresiduos varidveis de repeticdo (RVDs, do inglés repeat-
variable di-residues). Desta forma, a utilizacdo das nucleases em questdo, seria mais
vantajosa em termos de facilidade e custo de producao, comparativamente as ZFNs, uma
vez que para alcancar a especificidade ao alvo apenas € necessario variar os RVDs e ndo
o resto da estrutura da nuclease. Assim como as ZFNs, as TALENs vao induzir uma
quebra especifica na dupla cadeia de DNA e ativar os mecanismos de reparagdo do DNA
do hospedeiro, resultando em mutagdes indel ou permitindo a substitui¢do de nucleotidos
especificos na sequéncia de DNA, se for fornecido um molde de uma sequéncia homoéloga

aquando da reparacdo. (151,155,156)
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5.3.3. CRISPR/Cas9

A tecnologia CRISPR foi inicialmente descoberta em bactérias, como um
mecanismo de defesa contra infe¢des virais. Apdés uma primeira infe¢do por um
bacteriofago, por exemplo, estas inseriam uma sequéncia genética parcial da fonte de
infe¢ao nos seus proprios genomas, com o proposito de se defenderem contra posteriores
infecdes. Esta tecnologia foi posteriormente adaptada, por demonstrar potencial na edicao
de genes de células eucaritticas, permitindo a quebra de DNA em locais de interesse.

(157)

Existem trés tipos de sistemas CRISPR/Cas (I, II e III). Ao contrario dos outros
sistemas que requerem multiplas proteinas Cas, o sistema tipo II necessita de apenas uma
proteina, Cas9, derivada do Streptococcus pyogenes (SpCas-9). (158-160) O sistema
CRISPR/Cas9 compreende um RNA guia tinico (sgRNA) e uma endonuclease Cas9. O
sgRNA ¢ composto por uma sequéncia CRISPR RNA (crRNA), sequéncia de 20
nucleotidos semelhante a sequéncia do DNA alvo, o que permite direcionar a nuclease ao
alvo, e o trans-activador CRISPR RNA (tracrRNA) que liga a endonuclease ao crRNA.
(161,162) Assim, o sgRNA ao ser complementar, vai-se ligar a sequéncia de DNA alvo,
que termina com uma sequéncia curta de DNA, PAM (do inglés, protospacer adjacent
motif), essencial para a ligagcdo da Cas9. (163) A endonuclease vai entdo quebrar a dupla
cadeia de DNA, ativando os sistemas de reparacdo de DNA do hospedeiro, ocorrendo
reparagao por NHEJ ou por recombinag¢do homoéloga. O primeiro mecanismo, NHEJ, € o
mais ativo e ndo requer que as células estejam em proliferacdo. No caso de serem
induzidas, em dois locais dispares do DNA, duas quebras de cadeia dupla através de dois
sgRNAs diferentes, pode ocorrer a delecdo do segmento intermediario, o que podera ser
util quando se quer eliminar um segmento prejudicial ou restaurar um quadro de leitura
alterado. J& o mecanismo HR, mostra-se menos eficiente e exige células em divisao,

contudo permite a introdugdo de alteragdes genéticas mais especificas. (10,164)

Recentes progressos no campo da edicdo genética, permitiram o desenvolvimento
de abordagens mais eficientes e seguras, como € o caso da edi¢do de bases ou edigao
prime. A primeira, baseia-se na tecnologia CRISPR, na qual uma Cas9 incapaz de
produzir quebras na dupla cadeia de DNA ¢ conectada a uma enzima de edi¢do de
nucledtidos, como por exemplo, uma adenosina desaminase ou uma citosina desaminase.

O sgRNA vai direcionar o editor de bases para um local especifico no genoma e este
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ultimo vai converter a citosina em timina, s¢ a enzima de edicdo for uma citosina
desaminase, ou adenina em guanina, no caso da adenina desaminase. Este procedimento
permite a alteracdo de bases especificas num local especifico, sem ocorrer quebras na
dupla cadeia de DNA, nem sendo necessario que as células se encontrem em divisao.
(52,165,166) A edi¢ao prime permite uma edicdo precisa de insercdes, delecdes e
substitui¢des de bases, sem a necessidade de uma inducao de quebra da dupla cadeia de
DNA. Consiste numa nCas9 (H840A) conjugada com uma transcriptase reversa
modificada e um RNA guia de edigdo prime (pegRNA), que serve como modelo para a
transcriptase reversa e codifica a modificacdo pretendida. Contudo, esta tecnologia ¢
relativamente recente, necessitando de desenvolvimento e pesquisas adicionais em termos

de estratégias de entrega e aumento da eficiéncia da tecnologia. (167)

O sistema CRISPR/Cas9 veio, portanto, revolucionar a edi¢do genética,
permitindo uma maior facilidade de producdo, em comparagdo com as plataformas de
edicdo genética mencionadas nos pontos anteriores, ZFNs ¢ TALENs. Contudo, ¢
importante ressalvar que em comparacdo com a transferéncia de genes, a presente
estratégia terap€utica, particularmente aquela baseada no sistema CRISPR/Cas9, se
encontra ainda na sua “infancia” em termos de desenvolvimento e pratica clinica, embora
varios ensaios clinicos estejam em fase de desenvolvimento ou tenham sido concluidos,

no periodo pos-natal. (149)

5.3.3.1. Edi¢ao de Genes no Periodo Pré-natal

Apesar de a maioria dos estudos de terapia génica in utero se concentrar na
transferéncia de genes como estratégia terapéutica, os progressivos avangos na tecnologia
de edi¢do génica, como o CRISPR-Cas9, despertaram o entusiasmo pela sua possivel
utilidade antes do nascimento. No entanto, neste periodo, ¢ fundamental que a entrega da
tecnologia de edicdo genética seja direcionada ao alvo. Se tal se garantir, a presente
estratégia tem um enorme potencial no tratamento de algumas doengas genéticas pela
modificacdo permanente do gene através de um unico tratamento, antes da

irreversibilidade da patologia. (8,10)

De modo a demonstrar o potencial desta abordagem, até ao presente momento, ja
foram realizados alguns estudos in ufero que recorreram a vetores adenovirais como

sistema de entrega da tecnologia de edicao genética, uma vez que estes possuem uma
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maior capacidade transgénica, como também permitem uma transdugdo eficiente em
varios tipos de células. (8) Um dos primeiros estudos in utero, recorreu a um vetor
adenoviral como sistema de entrega do editor de base 3 (BE3), editor de base de citosina
baseado em SpCas9, com o objetivo de introduzir uma mutagdo nonsense no gene Hpd
num modelo de murganho com tirosinemia hereditéria tipo 1 (HT1, do inglés Hereditary
tyrosinemia type I). (77) Esta ¢ uma doenca hereditaria autossémica recessiva causada
pela deficiéncia de fumarilacetoacetase, a tiltima enzima na via de degradagao da tirosina.
Como resultado formam-se metabolitos toxicos que se vao acumular nos hepatocitos e
nas células dos tibulos contornados proximais, resultando em lesdao hepatica e renal. O
tratamento disponivel atualmente é o 2-(2-nitro-4-trifluorometi lbenzoil) -1,3-
ciclohexanediona (nitisona ou NTBC) em combina¢do com uma dieta pobre em tirosina.
NTBC atua inibindo a enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPD), uma enzima da
segunda etapa da via de catabolismo da tirosina, o que evita o acimulo de metabolitos
toxicos, traduzindo-se numa melhoria clinica. Contudo, alguns doentes, mesmo a fazer
tratamento com NTBC, desenvolvem hepatocarcinoma, necessitando assim de
transplante hepatico, o que torna necessario o desenvolvimento de outras terapéuticas.
(168-171) No estudo acima, a edicdo do gene Hpd, que codifica para a enzima
anteriormente mencionada, permitiu a melhoria da fungo hepatica e o resgate do fendtipo
letal da HT1, ao evitar o acimulo de metabolitos toxicos pela via de degradacdo da
tirosina. Foi também observada, até aos 3 meses apos a edicdo, uma taxa de edi¢do dos
hepatocitos  significativamente superior nos murganhos tratados in  utero,
comparativamente aqueles tratados no periodo pds-natal, o que pode estar associado,
neste ultimo caso, a niveis circulantes elevados de anticorpos anti-Ad e anti-SpCas9
afetando deste modo, a estabilidade da edi¢cdo. O facto de o0 mesmo nao ter acontecido
nos murganhos tratados in utero, remete para a tolerdncia do ambiente fetal que se torna

vantajosa ao permitir uma maior eficicia da terapéutica. (77)

Num outro estudo, utilizou-se um modelo animal de murganho que expressava
uma mutagio no gene que codifica a proteina surfactante C, Sftpc'”*T, que causa doenga
pulmonar intersticial infantil. A pro-proteina SP-C'*T, quando expressa em murganhos
durante a embriogénese, interrompe o desenvolvimento pulmonar, causando rapida morte
perinatal. No presente estudo, utilizaram também um sistema de entrega adenoviral, para

173T

delecao do gene mutante Sftpc *’°" por tecnologia CRISPR-Cas9 e reparagao por NHEJ,

em fetos de murganho no 16° dia de gestacdo. (Figura 5.5.) Isto preveniu o acumulo da
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pré-proteina, melhorando o desenvolvimento pulmonar e, por sua vez aumentando a
sobrevivéncia destes murganhos. Neste caso, ndo foi necessaria a restauracdo da

expressdo de Sftpc, pois esta ndo € necessaria para a sobrevivéncia dos murganhos,

173T

bastando a delecao do gene Sftpc'’”" para aumentar a sua sobrevivéncia. Mas, no caso do

tratamento em humanos a correcdo da mutacdo no gene Sftpc!”3T

seria preferivel a sua
delecdo. Apesar disto, este estudo demonstra a aplicabilidade da edi¢do genética in utero
no tratamento de doengas pulmonares congénitas resultantes de defeitos no epitélio

pulmonar. (172,173)
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Figura 5.5. Edigdo génica in utero melhora fenotipo de uma patologia pulmonar. (A) A
mutacdo Sftpc”*T causa um acimulo da pro-proteina SP-C7?T a nivel intracelular, o que
resulta na lesdo de células alveolares tipo 2. A dele¢io do gene Sftpc '*T por tecnologia
CRISPR-Cas9 pode corrigir o fenotipo disfuncional destas células e aumentar a
sobrevivéncia dos murganhos. (B) Representagdo esquematica da entrega da terapia
génica na cavidade amnidtica para edi¢ao de genes pulmonares fetais. Adaptado de (173)

Ambos os estudos acima reconheceram as limitagdes associadas aos adenovirus,
nomeadamente a imunogenicidade, o que se traduz numa barreira a sua utilizagdo. No
entanto foram apontados sistemas de entrega alternativos que fornecem uma maior

seguranca, como por exemplo, os vetores AAV ou mesmo, os sistemas de entrega nao
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virais. Estes ultimos, apresentam potencialidade na entrega da tecnologia de edicdo de
genes in utero, pois possuem uma baixa imunogenicidade e alta capacidade de transporte.
(8) Neste ambito, foi realizado um estudo, que envolveu a entrega in utero de
nanoparticulas poliméricas de poli(acido latico-co-glicolico) (PLGA), contendo acidos
nucleicos peptidicos e DNA doador, com o fim de atingir HSCs para correcao da mutagao
no gene da B-globina num modelo de murganho com B--talassémia. Os PNAs vao atuar
formando uma estrutura de tripla hélice com o DNA alvo, o que vai ativar os mecanismos
de reparagao enddgenos do DNA, sendo que estes vao utilizar o DNA doador como molde
para a correcao da mutagdo. A utilizagdo deste procedimento permite, por sua vez, uma
reducdo da edi¢do fora do alvo, devido a especificidade da ligagdo do PNA como também
pelo facto de ndo se utilizarem nucleases exdgenas, pois quando estas sdo utilizadas para
induzir uma quebra na cadeia dupla do DNA, o mecanismo de repara¢ao mais provavel
de atuar ¢ o NHEJ, que esta mais propenso a erros. Apos o nascimento, foi observada uma
elevagdo sustentada dos niveis de hemoglobina no sangue para niveis normais, uma
reducdo na contagem de reticuldcitos, reversdo da esplenomegalia ¢ aumento da
sobrevivéncia. (Figura 5.6.) Adicionalmente, ndo foram detetadas mutacdes fora do alvo.
Em adi¢do, comparativamente ao tratamento em murganhos adultos, onde se verificou,
apos 4 tratamentos, uma taxa de edi¢do de 4% em células da medula 6ssea e 7% em HSCs,
com um unico tratamento de menor dose in utero, verificou-se uma taxa de edigao
relativamente superior, cerca de 6% em células da medula 6ssea e 10% em HSCs. A
realizacdo deste procedimento no feto tem a vantagem de possibilitar o acesso a divisdo
de populagdes de células estaminais e progenitoras, o que permite a propagacao do gene
corrigido para todas as células descendentes e uma maior eficiéncia de edi¢ao. Este estudo
demonstra assim, a aplicabilidade desta estratégia terapéutica no tratamento de

hemoglobinopatias. (76,174)
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Figura 5.6. — Resultados obtidos apos administracdo intravenosa de nanoparticulas
yPNA/DNA em fetos de murganhos com f—talassémia, no dia de gestagdo 15.5. (a)
Niveis de hemoglobina no sangue nos diferentes grupos de tratamento em estudo, as 6 e
10 semanas de idade. **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001. (b) Imagens dos bagos dos
diferentes grupos em estudo, bem como a sua massa, ap6s 15 a 30 semanas do tratamento.
(c) Percentagem de reticuldcitos nos diferentes grupos em estudo, ****p < 0,0001. (d)
Sobrevivéncia de murganhos tratados in utero com nanoparticulas YPNA/DNA,
comparativamente com o grupo controlo nao tratado. Adaptado de (76)

Como demonstrado pelos estudos acima mencionados, a edi¢do génica no periodo
pré-natal apresenta diversas vantagens, nomeadamente uma edi¢do sustentada em
comparacdo com dados poés-natais, ao aproveitar as propriedades normais do
desenvolvimento fetal, bem como permitir o tratamento da patologia antes do nascimento
e da irreversibilidade da mesma, patologias estas que podem ser fatais no periodo
perinatal, aumentando a taxa de sobrevivéncia e a qualidade de vida. Contudo, véarios
aspetos devem ser considerados antes da passagem desta terapéutica para ensaios clinicos,
como a possibilidade desta intervencao poder afetar também a progenitora e ndo apenas
o feto, o que ndo ¢ pretendido neste caso. Portanto, as técnicas de administracdo e os

sistemas de entrega devem ser otimizados de modo que esta exposi¢ao ndo ocorra. Outro
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ponto a considerar ¢ a distingdo entre a edi¢do genética de células somaticas in utero do
meio ao final da gestagdo, apresentado acima, ¢ a edicdo genética embriondria pré-
implantacdo. Na edi¢do genética embrionaria pré-implantagdo a mutacdo ¢ conhecida e
corrigida ex vivo, seguindo-se a implantagdo na progenitora, o que evita a exposi¢ao da
tecnologia a esta. Contudo, esta frequentemente altera a linha germinativa, sendo muitas
vezes o pretendido. A edigdo génica no final da gestagdo, por sua vez, permite corrigir
mutagdes de novo ou mutagdes mais tardiamente diagnosticadas na gravidez, bem como
possibilita uma edi¢cdo mais especifica para uma determinada populagao celular ou 6rgao-

alvo. Para além disto, evita a edicdao de células germinativas. (52,173)
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6. Doencas candidatas a Terapia Génica Pré-natal

Apesar desta terapéutica se mostrar vantajosa relativamente as restantes, a realizagao
da terapia génica pré-natal s6 deve ser considerada se os seguintes pré-requisitos forem

cumpridos:

a) O diagnostico pré-natal deve ser preciso e confiavel, e haver uma relacdo
fenotipo/genotipo que se correlaciona com o progndstico clinico;

b) Ha& uma necessidade de intervir durante o desenvolvimento fetal, de modo a
prevenir danos causados pela patologia ou as caracteristicas fisiolégicas e/ou
imunolodgicas Unicas do feto oferecem vantagens e/ou beneficios relevantes em
relacdo aos tratamentos pos-natais oferecidos;

c) Paraque a doenca seja considerada para tratamento com terapia génica, esta deve
resultar em morbidade e/ou mortalidade fetal grave, tanto in utero como ap6s o
nascimento, ndo devendo estar associada a outras anomalias ou distdrbios graves
gue possam ser corrigidos pelo gene terapéutico;

d) Por ualtimo esta terapéutica ndo deve limitar-se apenas a patologias com
morbilidade fetal grave, mas também deve incluir aquelas para as quais as terapias
pos-natais disponiveis produzem resultados desfavoraveis, sdo limitadas

financeiramente ou sdo dificultadas por respostas imunoldgicas e/ou rejeicao. (38)

Adicionalmente, ¢ de extrema importancia um conhecimento técnico relativamente a
administragdo da terapia fetal, esta técnica deve ser vidvel. Dada a vasta experiéncia das

intervengoes cirurgicas fetais, tal ndo devera ser limitante. (32)

Embora a terapia génica pods-natal seja estudada ha varios anos, existindo,
atualmente, varios ensaios clinicos a decorrer e, tendo sido ja aprovados alguns
medicamentos com base nesta terapia, ainda ndo existe um ensaio clinico relativo a
terapia génica fetal. Como tal, informagdes relativas a eficacia, seguranca e beneficios
desta terapéutica no periodo pré-natal provém de estudos pré-clinicos realizados,
principalmente, em murganhos, ovelhas e primatas nao humanos, estes tltimos em menor
extensdo. O modelo animal mais predominantemente utilizado tem sido o murganho
devido ao seu curto periodo gestacional, abundancia de modelos de doengas que mimetiza

e o baixo custo. (7,11) No presente capitulo, serdo apresentadas as doengas candidatas a
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esta terapia (Figura 6.1.), tal como estudos pré-clinicos feitos nesse sentido, destacando

as vantagens associadas a esta terapéutica no feto em comparagao ao periodo pos-natal.
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Figura 6.1. — Exemplos de doengas candidatas a terapia génica pré-natal. Varios modelos
de doencas ja foram tratados parcial ou completamente in utero, tendo como alvo 6rgaos
especificos ou por administragdo sistémica. Adaptado de (3)

6.1. Doencas Neuromusculares
6.1.1. Atrofia Muscular Espinal

A atrofia muscular espinal (SMA, do inglés Spinal muscular atrophy) ¢ uma
doencga autossdmica recessiva, que se caracteriza por uma degeneragao progressiva dos
neurdnios motores o das células do corno anterior da medula espinal, resultando em
fraqueza e atrofia muscular progressiva e, nos casos mais graves, paralisia. Foi estimada
uma prevaléncia de cerca de 1-2 casos de SMA por 100.000 individuos e uma incidéncia
de 1 caso por 10.000 nados vivos. (175) A maioria dos casos resulta de uma delegao
homozigotica ou de mutagdes pontuais no gene SMN1 (do inglés, survival motor neuron

1), localizado no cromossoma 5q13 e, retencdo de uma ou mais copias do gene SMN2
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(do inglés, survival motor neuron 2), resultando numa perda de expressdao da proteina
SMN (do inglés survival motor neuron), essencial no desenvolvimento dos neurdnios
motores. O gene SMN2 encontra-se no mesmo cromossoma, codificando para a mesma
proteina, mas em niveis inferiores. Este difere do gene SMN1, num tnico par de bases (C
— T) no exa@o 7, o que vai resultar num splicing alternativo do pré-mRNA, ocorrendo a
remog¢ao do exdo 7. O mRNA resultante vai ser traduzido, resultando numa proteina
truncada e instavel, que ¢ rapidamente degradada. No entanto, uma pequena percentagem
de transcritos do SMN2 retém o exao 7 apds o splicing, o que resulta na producao de
SMN. Assim o gene SMN2 pode desempenhar um papel modificador na doenga.
(176,177)

De acordo com a idade de inicio, apresentacdo clinica e gravidade da patologia,
esta pode ser classificada em 5 tipos diferentes: tipos 0, I, II, III e IV. SMA do tipo 0,
inicia-se ainda durante o periodo pré-natal e constitui a forma mais grave da doenca. Os
doentes necessitam de suporte respiratdrio intensivo € costumam morrer em semanas. A
forma mais comum da doenca ¢ a SMA do tipo I e inicia-se antes dos 6 meses de idade.
Estas criangas nunca conseguem sentar-se sem apoio ¢ normalmente morrem nos
primeiros 2 anos de vida. A SMA do tipo II tem um inicio entre 6 ¢ 18 meses de idade e
apresenta uma gravidade intermédia. As criangas afetadas podem sentar-se sem apoio e a
maioria destes individuos vive até a idade adulta, embora com incapacidade substancial.
O tipo III ocorre mais frequentemente por volta dos 3 anos de idade. Os doentes
conseguem adquirir a marcha e t€ém uma expectativa de vida normal, embora com
consideravel fraqueza neuromuscular. Finalmente, a SMA do tipo IV, tem inicio na idade

adulta, com uma expectativa de vida normal. (178)

Atualmente existem trés medicamentos a base de terapia génica aprovados para o
tratamento da SMA no periodo pos-natal. Spinraza (Nusinersen) e Evrysdi (Risdiplam),
ambos vao atuar modificando o splicing do gene SMN2, com o proposito de reter o exao
7 e, assim, aumentar a produg¢do da proteina SMN, enquanto o Zolgensma (onasemnogene
abeparvovec) € uma terapia génica com base no vetor viral AAV9 contendo o gene SMNI1.
Apesar destas trés terapé€uticas apresentarem via de administragdo e biodistribui¢dao
distintas, todas demonstraram o mesmo resultado, que a administragdo precoce ¢é
substancialmente mais eficaz do que a administragdo apds o inicio dos sintomas.
(179,180) Tendo em consideragao que os tipos mais graves de SMA surgem durante a

gestagdo ou logo apds o nascimento, torna-se racional, o desenvolvimento de uma terapia
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génica pré-natal. De modo a verificar o potencial da terapia génica durante a gestagao,

foram realizados os seguintes estudos in utero em murganhos.

Num estudo, foi administrada uma terapia génica com base em vetor viral AAV9,
contendo o cDNA do gene SMN, em fetos de murganho in utero. (181) Utilizaram-se dois
tipos de vetores, sendo que um grupo de tratamento recebeu uma injecao
intracerebroventricular (ICV) de um vetor AAV9-SMN single-stranded (ss) e o outro
grupo, uma inje¢ao ICV de um vetor AAV9-SMN self-complementary (sc). (Figura 6.2.)
Por conseguinte, observou-se uma taxa de sobrevivéncia dos murganhos tratados em
ambos os grupos de estudo, significativamente maior do que a dos murganhos ndo
tratados, sendo que o grupo scAAV9-SMN apresentou uma taxa de sobrevivéncia maior
comparativamente ao grupo que recebeu ssAAV9-SMN. (181) O que deriva da
transmissdo deste virus, ssAAV, as células hospedeiras para sintetizar DNA de cadeia
dupla a partir do ssDNA, sendo que esta etapa difere consoante o tipo de célula. Para além
disto, o dsDNA do scAAV apresenta uma maior estabilidade, em relacdo ao ssDNA do

sSAAV, resultando numa expressao génica por um periodo mais longo. (182,183)

Figura 6.2. - Representa¢do da administracdo da terapia génica in utero via
intracerebroventricular (ICV). Adaptado de (181)

Adicionalmente, as manifestagdes musculares € o numero de neurénios motores
também melhoraram em ambos os grupos de estudo, com resultados ligeiramente

superiores no tratamento com scAAV (Figura 6.3.) No entanto, todos os murganhos
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tratados apresentaram um menor tamanho quando comparados com os murganhos wild-

type. (181)
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Figura 6.3. - Tratamento pré-natal de fetos de murganho SMA com rAAV9-SMN resgatou
a perda de neuronios motores e preveniu a atrofia muscular ao dia pos-natal 14 (P14).
(A) Estao representados neurénios motores no corno anterior da medula espinal.
Murganhos SMA ndo tratados demonstraram um sinal SMN menor nos neurdnios
motores em comparacdo com os murganhos wild-type e grupos tratados. (B) O niimero
de neurdnios motores na medula espinal de ambos os grupos tratados com ssAAV-SMN1
e sScAAV9-SMN foi significativamente maior do que no grupo SMA nao tratado (18 +2,8
e 24,5 £ 3,4 em comparacao com 10,5 £ 1,4, respetivamente). Além disso, ndo houve uma
diferenca significativa entre o nimero de neurdénios motores em murganhos tratados com
scAAV9-SMN e murganhos wild-type (24,5 3,4 ¢ 28 + 2,3, respetivamente). (C) Recorte
histologico do musculo gastrocnémio, em cada grupo. Murganhos SMA ndo tratados
demonstraram musculos totalmente atrofiados, apresentando fibras musculares
minusculas, dispersas e redondas. A integridade muscular em ambos os grupos de
tratamento foi resgatada, sendo que as fibras musculares do grupo scAAV9-SMN
apresentam um feno6tipo mais préximo dos murganhos wild-type. Os dados apresentados
indicam média + desvio padrdao. Adaptado de (181)

Num outro estudo, em murganhos, foi administrado um analogo do Risdiplam via
intraperitoneal as progenitoras (com exposicao dos fetos), observando-se uma melhoria
nos resultados da doenga, em comparacdo com murganhos com SMA que iniciaram o

tratamento pos-natal. (184)

Ambos os estudos realizados demonstram, assim, a potencialidade da terapia

génica in utero, em aliviar os sintomas associados a SMA, bem como em aumentar a
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sobrevivéncia. Contudo, sdo necessarios mais estudos, nomeadamente em modelos de
animais de grande porte, de modo a determinar as vias de administragdo mais adequadas,

bem como determinar a seguranca para a progenitora e feto. (7)

6.2. Doencas Lisossomais de Sobrecarga

As doengas lisossomais de sobrecarga (LSDs, do inglés Ilysosomal storage
diseases) constituem um grupo de doengas metabdlicas hereditarias progressivas que
podem ser causadas por deficiéncias numa determinada enzima, proteina ativadora ou
transportador, o que resulta num acimulo de metabolitos toxicos nos lisossomas.
Incluem-se neste grupo, a Doenga de Gaucher, a Doenca de Fabry, a Doenga de Pompe,
as Mucopolissacaridoses, a Doenca de Niemann-Pick, entre outras. Dependendo da
patologia em questdo, um ou varios orgdos podem ser afetados. Uma vez que estas
doencas podem afetar o cérebro, a administracdo de uma terapia génica antes de danos
irreversiveis neurologicos seria benéfica. Para além disto, a reposi¢do da enzima ausente
em determinada patologia, no periodo pos-natal, pode resultar em reagdes imunoldgicas,
enquanto uma abordagem in utero permitiria induzir tolerdncia a enzima e, assim,
melhorar a eficicia da terapia. Adicionalmente, ¢ importante referir que algumas das
LSDs, devido ao desenvolvimento de hidropsia fetal ndo imune, resultam em morte in
utero ou no periodo neonatal. Tal poderia ser tratado ou prevenido através da
administracdo de uma terapia génica pré-natal. Estudos pré-clinicos de terapia génica no
feto, tém-se focado nas mucopolissacaridose tipo I e tipo VII, e na doenga neuropatica de

Gaucher. (6,7,185)

6.2.1. Mucopolissacaridoses

As mucopolissacaridoses (MPS) sao um grupo de doengas LSDs genéticas raras,
que resultam da falta ou deficiéncia de enzimas envolvidas na degradagdo de
glicosaminoglicanos (GAGs). Estes sdo polissacarideos longos e ndo ramificados
envolvidos em processos como a adesdo celular e sinalizacao celular. Ao nao serem
degradados, vao acumular-se nos lisossomas, originando disfunc¢des nas células, tecidos

e orgdos. Existem sete tipos de MPS, sendo que a sua classificacdo vai depender da
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enzima lisossomal que se encontra em falta ou em deficiéncia. Estes disturbios sao
herdados de forma autossomica recessiva, a excecao da MPS tipo II, doenga que se

encontra ligada ao cromossoma X. (185-187)

A mucopolissacaridose tipo I (MPS IH, sindrome de Hurler), resulta de uma
muta¢do no gene da a-L iduronidase (IDUA), sendo a mais predominante G—A
(W402X), o que leva a deficiéncia da enzima IDUA. Esta enzima ¢ responsavel pela
degradagdo do sulfato de dermatano e sulfato de heparano (GAGs). Logo uma deficiéncia
na mesma vai levar ao actimulo destes glicosaminoglicanos ndo degradados e,
consequentemente, a manifestagdes clinicas em multiplos 6rgaos. A MPS do tipo I
apresenta uma prevaléncia de 1/100.000 nados-vivos, sendo que a sindrome de Hurler,
forma mais grave e de inicio precoce da doenga, representa cerca de 60% dos casos e as
restantes sindromes, de Hurler-Scheie ¢ de Scheie, contabilizam 20% dos casos cada. A
doenga inicia-se antes do nascimento, afetando multiplos 6rgdos, sendo que aos 6 meses
de idade, o0s bebés apresentam  hepatoesplenomegalia,  anormalidades
musculoesqueléticas, hérnias na parede abdominal, degeneracdo da retina, degeneragdo
neurocognitiva e doenc¢a cardiaca. Muitas criangas morrem por volta dos 10 anos de idade,
como resultado de complicagdes cardiorrespiratorias. Atualmente, as opgdes de
tratamento, incluem a terapia de reposicdo enzimatica (ERT, do inglés enzyme
replacement therapy) e o transplante de células estaminais hematopoiéticas (HSCT, do
inglés hematopoietic stem cell transplantation), contudo estas demonstram limita¢des e
capacidade limitada em corrigir o fendtipo global da doenca. Assim, o diagnostico e
tratamento precoce da MPS-IH, mesmo antes do nascimento, seria vantajoso, uma vez
que esta € uma patologia progressiva e comeca antes do nascimento. Através da terapia
ou edi¢do génica, poderia ser possivel aumentar a expressio de IDUA em orgaos

especificos ou aumentando a secrecao hepatica de IDUA para absorcao sistémica. (7,188-
190)

Neste ambito, foram realizados estudos pré-clinicos in utero, como por exemplo,
0 que se encontra seguidamente mencionado. Neste estudo, recorreu-se a um vetor viral
AAV9 como sistema de entrega do editor de base de adenina, que tinha como alvo a
mutacdo Idua G—A (W392X) no murganho com MPS-IH. Esta mutagdo resulta num
fenotipo semelhante ao encontrado em humanos com MPS-IH. Neste, observou-se uma
correcdo eficaz da mutagdo causadora da doenca (W392X) em hepatocitos e

cardiomiocitos, a longo prazo, no entanto, ocorreu uma edicao de baixo nivel no cérebro.
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(Figura 6.4.) Assistiu-se a uma maior sobrevivéncia, bem como melhoria das
manifestagdes metabolicas, musculoesqueléticas e cardiacas, devido a redugdo de
glicosaminoglicanos. Além disso, em murganhos tratados no periodo pods-natal foram
observados anticorpos anti-SpCas9, ao contrario daqueles tratados in utero. Este estudo
demonstrou a eficacia e a potencialidade da estratégia de edi¢do de bases baseada em
tecnologia CRISPR na terapéutica da MPS IH, antes do nascimento, utilizando um
mecanismo de entrega clinicamente relevante. Este estudo fornece assim, esperanga para
doencas genéticas com tratamentos pos-natais limitados. E importante referir que neste
estudo, os niveis aumentados de edi¢ao observados em murganhos tratados no periodo
pré-natal foram alcangados usando apenas 5% do volume do vetor viral entregue em
adultos. Isto vem demonstrar uma das vantagens de realizar a terapia génica no periodo
pré-natal, dado o pequeno tamanho do feto, € possivel ultrapassar os desafios econdmicos
e de engenharia relacionados com a dosagem da terapia genética no pos-natal. No
entanto, como ja referido anteriormente, a seguranca do feto e da mae ¢ de extrema
importancia nestes procedimentos, a fim de uma possivel tradugdo para a pratica clinica.
Os principais riscos incluem a mortalidade associada ao procedimento, toxicidade
vetorial e mutagénese ndo intencional. Contudo, apesar do presente estudo se ter
demonstrado eficaz, os autores do mesmo sublinham a importancia de caracterizar a
relagdo dose-toxicidade do vetor AAV in utero em estudos pré-clinicos, em animais de
grande porte, antes da passagem para a pratica clinica, uma vez que esta ainda ndo foi
completamente avaliada. No entanto, dada a imaturidade do sistema imunitario fetal, é
concebivel que a dose maxima tolerada possa ser diferente da observada em estudos pos-

natais. (190)
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Figura 6.4. - Resultados da edi¢do de bases in utero nos murganhos Idua-W392X MPS-
IH, aos 6 meses de idade. (a) Edi¢ao nos diferentes o6rgdos aos 6 meses de idade. (b)
Edi¢do ao nivel do figado e células hepaticas CD45-/LGR5+ aos 6 meses de idade. (c)
Edi¢do ao nivel do coragdo, cardiomidcitos, células endoteliais e fibroblastos aos 6 meses
de idade. O controlo representa os murganhos Idua-W392X, que ndo receberam
tratamento. Adaptado de (190)

Para além da MPS 1, dentro do grupo das mucopolissacaridoses, ha outros tipos
de doengas que podem ser consideradas candidatas a terapia génica pré-natal, como € o
caso da MPS VII. No caso da mucopolissacaridose tipo VII (também denominada como
Doenga de Sly), ocorre uma mutagdo no gene GUSB, que codifica para a enzima [-
glucuronidase, levando a uma deficiéncia da atividade desta, o que vai resultar numa
acumulagdo de GAGs (sulfato de dermatano, sulfato de heparano, condroitina-4-sulfato,
condroitina-6-sulfato) nos lisossomas. Estes doentes caracterizam-se por apresentarem
hepatoesplenomegalia, atraso no crescimento, anormalidades esqueléticas, entre outros,
sendo que a apresentagdo clinica mais comum é a hidrépsia fetal. E uma doenca que tem
inicio in utero e, embora rara, tem sido uma patologia de escolha para estudar a terapia
génica devido a disponibilidade de modelos animais. (9,191) Num estudo realizado em
fetos de murganhos com esta patologia, foi administrada uma terapia génica a base do
vetor AAV1 no ventriculo cerebral, o que resultou numa transducido generalizada e
expressao de longo prazo no SNC. Isto traduziu-se em niveis terapéuticos da enzima, o
que impediu o desenvolvimento de lesdes no SNC e por conseguinte, possibilitou um
aumento na sobrevivéncia dos murganhos tratados. Uma pequena quantidade de enzima,
mas nenhum vetor, foi detetada fora do SNC, contudo nao ocorreram efeitos adversos

associados. (192)
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6.2.2. Doenca de Gaucher

A doenga de Gaucher constitui uma LSD autossomica recessiva causada por
mutagdes no gene GBA que codifica a enzima glucocerebrosidase (GCase). Esta enzima
esta envolvida na degradacao de glucosilceramida em ceramida. Um defeito nesta, leva a
acumulagdo de glucosilceramida nos lisossomas de varias células, o que pode resultar,
por exemplo, em deficiéncias Osseas e neuronais, defeitos hematoldgicos e
hepatoesplenomegalia. (193) A doencga de Gaucher pode ser classificada em trés tipos,
dependendo da idade de inicio, das manifestagdes clinicas e grau de envolvimento dos
orgaos. A Doenca de Gaucher tipo 1 (forma nao neuropatica) ¢ a forma mais comum,
podendo surgir na infincia ou na idade adulta. Nao apresenta envolvimento do SNC. A
Doenga de Gaucher tipo 2 (forma neuropatica aguda) constitui a forma mais rara, de inicio
precoce e progressao rapida, resultando em mortalidade antes dos 2 anos de idade. As
criancas afetadas podem apresentar danos cerebrais extensos, convulsdes, hipotonia,
espasticidade, estrabismo, disfagia com dificuldades alimentares, hepatoesplenomegalia,
entre outros. Alguns recém-nascidos apresentam hidropsia fetal. Por altimo, a Doenca de
Gaucher tipo 3 (forma neuropdtica cronica), surge habitualmente na infancia com
manifestagdes neurologicas. Ao contrario do tipo 2, a progressao da doenga ¢ mais lenta.
A forma neuropética aguda da doenga de Gaucher, mostra-se como uma boa candidata a
terapia génica in utero, uma vez que apresenta um inicio precoce € uma rapida progressao,

podendo ocorrer danos cerebrais irreversiveis na auséncia de uma intervencao. (185,194)

Neste estudo foi utilizado um vetor viral AAV9, que anteriormente facilitou a
expressao neuronal de um gene reporter, para tratar um modelo de murganho transgénico
para a doenca de Gaucher, no qual a neurodegeneracao se ndo tratada, resulta em morte
em 2 semanas. A administra¢do intracraniana do vetor viral AAV que codificava para a
glucocerebrosidase reconstituiu a expressdo neuronal da enzima, melhorando a
inflamacao neuronal, bem como a sobrevivéncia dos murganhos, até pelo menos 18
semanas. A mesma terapia quando administrada em murganhos neonatais, por via
intracraniana, também resultou numa melhoria na sobrevida, mas em menor grau,
destacando, assim, o beneficio da terapia no periodo pré-natal. Em murganhos neonatais
que receberam uma inje¢cdo intravenosa assistiu-se também, a uma melhoria das
manifestagdes neuroldgicas, o que sugere que o vetor consegue atravessar a BHE nesta
idade. Contudo, neste estudo ndo testaram se uma administra¢do intravenosa no feto

também conseguiria atravessar a BHE, no entanto, como a administracdo intravenosa
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neonatal foi bem-sucedida, uma injecao sistémica in utero também podera melhorar as
manifestagdes neuroldgicas da doenga. Os investigadores deste estudo também
administraram um vetor AAV9-GFP em dois fetos de primatas ndo humanos saudaveis, a
meio da gestacdo, o que resultou numa ampla distribuicdo em ambos os hemisférios
cerebrais no nascimento. Com este estudo, conseguiu-se assim, demonstrar a capacidade
da realizacdo da terapia génica fetal no tratamento de doencas neurodegenerativas
hereditarias com inicio precoce. A entrega da terapia a um SNC em desenvolvimento,
pode-se demonstrar particularmente importante, uma vez que os neurdnios apresentam
capacidade regenerativa limitada, o que pode ser evidenciado pelo facto de a entrega da
terapia ap6s o nascimento se mostrar menos eficaz do que a intervencdo pré-natal na

prevencao da perda neuronal. (37)

6.3. Hemofilia

A hemofilia constitui uma doenga hemorragica congénita rara, ligada ao
cromossoma X, e, portanto, afeta quase exclusivamente individuos do sexo masculino.
Ocorre devido a mutagdes no gene do fator VIII, no caso da Hemofilia A, ou no gene do
fator IX, resultando em Hemofilia B. Estas mutag¢des vao levar a deficiéncia dos fatores
de coagulacao anteriormente mencionados, o que leva a equimoses faceis e hemorragias
frequentes, especialmente a nivel articular e muscular. A hemofilia A (80%-85% dos
casos) ocorre mais frequentemente que a hemofilia B (15% a 20% dos casos), sendo que
a primeira apresenta uma prevaléncia ao nascer de 24,6 casos por 100.000 homens para a
hemofilia A (9,5 casos para hemofilia A grave) e 5,0 casos por 100.000 homens para a

hemofilia B (1,5 casos para hemofilia B grave). (195,196)

O tratamento destas condigdes envolve terapia de reposi¢cao com o fator VIII humano
(hFVIII) ou o hFIX. Este tipo de tratamento demonstra-se eficaz, permitindo aumentar a
esperanca média de vida destes individuos, contudo, alguns doentes desenvolvem
anticorpos contra os fatores VIII e IX transfundidos, resultando em ineficacia. (197)
Atualmente, para o tratamento da Hemofilia A e B em adultos, ja se encontram aprovados
pela EMA medicamentos a base de terapia génica. O Roctavian (Valoctocogene
roxaparvovec) utilizado no tratamento hemofilia A grave, em adultos que ndo possuam

anticorpos contra o fator VIII, nem contra o virus AAVS. (198) Ja o Hemgenix
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(etranacogene dezaparvovec) estd indicado no tratamento da hemofilia B moderadamente

severa ou severa, em adultos que ndo desenvolveram anticorpos contra o fator IX. (199)

Contudo, como ja descrito anteriormente, existem varias vantagens na realiza¢ao
de uma terapia génica pré-natal em comparagdo com uma terapia pos-natal, sendo que
esta iria permitir ultrapassar a limitagdo anterior, devido ao facto de ser possivel
desenvolver tolerancia ao transgene e, deste modo, readministrar a terapéutica, se tal for
necessario. Assim, tém sido realizados varios estudos pré-clinicos em modelos animais
para a Hemofilia A e B, mostrando-se tanto a entrega através de sistemas virais como
através de células promissora. Relativamente a hemofilia A, foi recentemente realizado
um estudo em fetos ovinos com 60-64 dias de gestacdo, o que corresponde a 16-18
semanas de gestacdo em humanos, onde se realizou um transplante in utero de células da
placenta humana tranduzidas com vetor LV que codificava para um transgene de alta
expressao de FVIIL, mcoET3. Este procedimento apresentou risco minimo tanto para o
feto quanto para a progenitora. O transplante pré-natal resultou em niveis plasmaticos
terapéuticos e sustentados de FVIII por pelo menos 3 anos apods o tratamento, apesar do
rapido crescimento dos animais (que tinham cerca de 0,1kg no momento do transplante
e, ao fim dos trés anos, apresentavam um peso cerca de 80 kg). Para além disto, verificou-
se também que ndo ocorreu qualquer toxicidade hepatica, nem resposta celular ou
humoral as células transduzidas ou ao transgene mcoET3, bem como qualquer toxicidade
derivada do vetor. Este estudo vem comprovar a vantagem imunologica desta terapéutica,

bem como seguranca no tratamento da hemofilia A antes do nascimento. (200)

Relativamente a hemofilia B, num estudo em murganhos com défice do fator IX,
verificou-se que a administragdo in utero de uma terapia AAV-1-hFIX e, posterior
readministracdo da mesma no periodo pos-natal, resultava numa expressao a longo prazo
do hFIX, ndo se tendo verificado resposta celular ou imune contra este, ao contrario dos
murganhos adultos que desenvolveram anticorpos para o hFIX assim, como contra a
capside viral. (201) Para além de estudos em murganhos, foram também desenvolvidos
estudos em fetos ovinos com recurso a vetor AAV, contudo, apesar de no inicio os niveis
de hFIX aumentarem, a medida que os pesos do figado e dos animais aumentaram,
também os niveis de hFIX diminuiram, tendo sido detetados, apds 6 meses da
administracdo da terapia, niveis baixos do fator. (202) Também foram realizados estudos
pré-clinicos em primatas ndo humanos, Macaca fascicularis, tendo sido administradas

por via intravenosa no final da gestacao (0.9G, equivalente a 135-141 dias), uma terapia
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génica com base num vetor scAAVS e outra utilizando um vetor sc-AAVS8, ambos
contendo o transgene do hFIX dirigido pelo promotor LP1 (do inglés, liver-specific
promoter 1). Isto resultou em niveis sustentados e clinicamente relevantes de hFIX com
expressao especifica do figado, tendo-se verificado uma maior expressao do fator com
AAVS8-hFIX. (203) Quatro dos seis animais que receberam a terapia génica continuaram
a demonstrar niveis terapéuticos sustentados de hFIX durante os 6 anos de monitorizagao.
Os dois animais que exibiram baixa expressao transgénica prolongada foram submetidos
a uma readministragao da terapia, tendo-se verificado uma breve reagdo imunitaria, mas
sem qualquer toxicidade. No entanto, a expressao de hFIX nao melhorou com a dose
administrada. (Figura 6.5.) Este estudo, veio assim, demonstrar a seguranca e eficacia da
administracdo de AAV-hFIX no final da gestacdo, bem como o facto de ser possivel
realizar uma readministragao no periodo pos-natal sem uma forte reagao imune, nao sendo
necessaria imunossupressao, no entanto, de modo a alcancar a expressao terapéutica
desejada, serd necessaria uma otimizag¢ao da dose. Adicionalmente, para averiguar uma
eventual genotoxicidade do vetor ou uma possivel transmissdo para a linha germinativa,

¢ necessaria uma monitorizagao ao longo da vida. (204)
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Figura 6.5. — Niveis de expressao de hFIX em modelos animais tratados com AAVS-hFIX
ou AAV5-hFIX, no final da gestagdo (0.9G). Ao longo de 11 a 71 meses, a expressao do
hFIX manteve-se em 31,6 + 58,8% (AAVS8) e 10,8 = 9,2% (AAVS). 5006 e 8007 exibiram
expressao subterapéutica (<1%), tendo sido submetidos a uma readministrag¢ao da terapia
no periodo pos-natal (setas). Niveis terapéuticos de hFIX encontram-se entre 3.9% -
120.0%. Adaptado de (204)

Num outro estudo, realizado em fetos da mesma espécie de primatas que o estudo
anterior, foram administradas, a um tempo de gestacdo mais precoce (0.4G), terapias
génicas baseadas em AAVS5-hFIX ou AAV8-hFIX, ambos contento o promotor LP1.
Verificou-se que os animais que receberam AAV5-hFIX demonstraram uma expressdo de
hFIX a longo prazo, significativamente menor que os animais que receberam AAV 8-
hFIX. (Figura 6.6.) Ao longo de 4 anos de monitorizagdo ndo foi observado qualquer
efeito adverso devido a toxicidade ou integracdo do vetor AAV. Apesar das hemofilias
ndo serem doengas que exijam uma intervengao in utero, do ponto de vista de inicio da

doenga, os resultados dos ultimos dois estudos sdo encorajadores, pois demonstraram que
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arealizacao de uma terapia génica pré-natal com recurso a vetores AAVS e AAVS e tendo

como alvo o figado, € possivel num periodo mais precoce da gestagdo ou mesmo no final

desta, com eficicia e segurancas razoaveis. (112)
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Figura 6.6. — Niveis de expressdo de hFIX em modelos animais tratados com AAV5-hFIX
ou AAVS-hFIX. (A) Os animais tratados com AAV5-hFIX foram e5002FIX e 5003FIX,
ambos apresentam niveis subterapéuticos, e e5005FIX que demonstrou niveis
terapéuticos. (B) Os modelos animais que receberam AAV8-hFIX foram e8001FIX,
e8002FIX e e8003FIX que demonstraram uma expressdo sustentada, apesar do rapido
crescimento. Adaptado de (112)

Com isto, pode-se concluir que a terapia génica pré-natal apresenta o potencial de

tratar precocemente a hemofilia A e B, mudando o paradigma de tratamento atual, sem

resultar numa resposta do sistema imunitario a capside viral ou as células que entregam

o transgene, bem como impedir o desenvolvimento de anticorpos contra FVIII ou FIX.

(7)
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6.4. Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias constituem as doengas monogénicas hereditarias mais
comuns em todo o mundo. Estima-se que, anualmente, mais de 330.000 criangas nasgam
com estes distarbios, sendo que destes, 83% apresentam anemia falciforme e 17%
sindromes talassémicas. Além disso, cré-se que estas patologias sejam responsaveis por
cerca de 3,4% das mortes em criancas com menos de 5 anos de idade. As
hemoglobinopatias podem resultar de delegdes ou mutagdes pontuais nos genes da o ou
B-globina, o pode levar a alteragdes na sintese ou na estrutura da hemoglobina, resultando
em sindromes talassémicas ou em variantes estruturais da hemoglobina, respetivamente.
Estas doengas sdo mais prevalentes na area do Mediterraneo, Médio Oriente, Asia e costa
norte de Africa, mas devido & migragdo, estas doengas tém aumentado em paises do norte

da Europa e da América, tornando-se este num problema de satde publica. (205,206)

A a-talassemia major, se ndo tratada, ¢ geralmente fatal antes do nascimento. As
transfusdes intrauterinas vieram permitir a sobrevivéncia destes fetos até ao seu
nascimento, contudo, estes vao precisar de transfusdes cronicas ao longo da vida. Deste
modo, esta torna-se numa doenga candidata para terapia génica pré-natal. (207) Doentes
com B-talassemia major ou intermédia, sdo submetidos a transfusdes sanguineas e terapia
de quelagdo de ferro ao longo da vida. Para a anemia falciforme, o tratamento muitas
vezes disponivel tem como objetivo evitar as crises dolorosas e aliviar a sintomatologia
associada a doenca, sendo este um tratamento cronico. Embora o transplante de células
estaminais hematopoiéticas e, mais recentemente, a terapia génica utilizando vetores
lentivirais, no periodo pods-natal, surjam como terapias curativas, a falta de doadores
adequados no primeiro caso € o alto custo de tratamento do segundo, impedem muitas

vezes a realizacdo destes tratamentos. (208,209)

Assim uma terapéutica génica ainda antes do nascimento, podia-se mostrar mais
vantajosa, nomeadamente, pelo facto de ser possivel o acesso as células estaminais
hematopoiéticas no figado fetal, antes das mesmas migrarem para a medula 6ssea. (7)
Como exemplo disto, destaca-se um estudo pré-clinico, ja abordado no ponto 5.3.3.1., em
fetos de murganhos com [-talassémia, onde a administracdo via intravenosa de
nanoparticulas poliméricas, contendo acidos nucleicos peptidicos e DNA doador, resultou

numa acumulacao mais pronunciada das mesmas no figado fetal, local da hematopoiese
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fetal, com uma entrega bem-sucedida as HSCs. Estes resultados tornam-se encorajadores

no tratamento de outras hemoglobinopatias in utero. (76)

6.5. Doencas Pulmonares Monogénicas

As doengas pulmonares monogénicas constituem um fator significativo de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, com limitadas opg¢des terapéuticas. Dentre
estas, destacam-se a fibrose cistica, sindromes de disfuncdo da proteina surfactante e
deficiéncia de al-antitripsina. Os avancos na medicina fetal e no diagndstico pré-natal
que tém ocorrido, possibilitam diagnosticar cada vez mais estas doencas antes do
nascimento. Isto, combinado com o facto de que muitas vezes a patologia surge in utero,
e resulta em morbilidade e/ou mortalidade perinatal, ou mesmo em doenca pulmonar
cronica, torna-se num argumento para a interveng¢ao antes do nascimento. Para além disto,
a transicao da vida intra-uterina para a vida pos-natal, destaca tal beneficio no tratamento
de variadas doencas pulmonares monogénicas, uma vez que aquando do nascimento €
necessaria uma fun¢do pulmonar adequada para a sobrevivéncia do bebé. Na verdade,
estudos pré-clinicos realizados no periodo pré-natal para a fibrose cistica e deficiéncia
congénita da proteina surfactante, t€ém demonstrado sucesso terapéutico. Os recentes
progressos na tecnologia de edi¢do de genes, destacam para o potencial desta estratégia

no periodo pré-natal para o tratamento de doengas pulmonares congénitas. (7,210)

6.5.1. Fibrose Cistica

A fibrose cistica ¢ uma doenga autossémica recessiva que afeta pelo menos
100.000 individuos em todo o mundo. (211) Esta patologia resulta de muta¢des no gene
regulador da condutancia transmembranar da fibrose cistica (CFTR, do inglés cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator), que se encontra no cromossoma 7q31.2.
Alteragdes neste gene, vao levar a deficiéncia qualitativa e/ou quantitativa da proteina
CFTR, o que se vai traduzir num transporte anormal de ides nas membranas mucosas de
todo o corpo, levando a formag¢ao de muco espesso, desidratado e com pH desequilibrado,
e, consequentemente a um comprometimento dos sistemas respiratdrio, gastrointestinal,
metabolico e reprodutivo. (212,213) A mutagdo que ocorre mais frequentemente nesta

patologia ¢ denominada F508del, uma delec¢do de trés pares de bases no cromossoma 7,
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resultando na perda de um residuo de fenilalanina, o que vai levar a uma maior
degradagdo da proteina CFTR antes que esta possa atingir a superficie celular. (214) Esta
doenca genética ja foi considerada durante muito tempo, como uma doenca hereditaria
fatal na infancia, mas devido a melhorias nos cuidados de saude e ao acesso de terapias
modeladoras da proteina CFTR, o prognostico destes doentes tem melhorado. Tal que,
atualmente, existem, em muitas regides, mais adultos do que criangas com fibrose cistica.
Apesar disto, esta continua a estar associada a uma reducdo da esperanca de vida, a uma

baixa qualidade de vida e de tratamentos, devido as manifestagdes clinicas associadas.

(215)

A fibrose cistica ¢ uma doenga que comeca in utero, observando-se varias
manifestagdes em recém-nascidos, tais como sistema reprodutor masculino prejudicado,
desenvolvimento gastrointestinal anormal, o que leva ao ileo meconial, ou insuficiéncia
pancredtica exdcrina. (7) Administrar uma terapia génica, no entanto, em individuos com
fibrose cistica, tendo como alvo o pulmao torna-se um desafio, uma vez que, mesmo em
criangas, as vias aéreas apresentam muco viscoso, inflamagao e tecido cicatrizado, bem
como devido a disfuncdo do sistema imunolédgico. Tendo isto em conta, serd mais facil
corrigir a fibrose cistica durante o desenvolvimento fetal, periodo no qual, o liquido
amniotico entra e sai livremente dos pulmdes. Assim, uma forma eficiente de entrega da

terapia as vias aéreas seria através de uma administragdo intra-amniotica. (24)

Embora os estudos pré-clinicos até agora realizados, em murganhos, de terapia
génica com recurso a vetores virais como adenovirus e lentivirus, tenham demonstrado
pouco sucesso in utero, cré-se que a aplicagdo de estratégias de edicdo génica,
nomeadamente, as que tenham demonstrado resultados promissores na terapia génica
poOs-natal, possam ser adaptadas a uma aplicacao in utero, o que traria mais vantagens do
que o esperado em adultos. Sendo que uma administracao intra-amnidtica da terapia iria
resultar numa distribuicdo da mesma para o pulmao e intestino fetal, sendo assim util, na
correcao genética de doengas que afetem o pulmao ou o intestino, como a fibrose cistica.
(3,76) Contudo, para que tal seja concretizado, torna-se importante que diagndsticos pré-
natais sejam realizados, nomeadamente, quando existe um risco acrescido de o bebé
desenvolver fibrose cistica, ou por historia familiar ou por os pais serem portadores de
um gene alterado, de forma a se realizar uma intervencao precoce. Este, normalmente,
podera ser feito através da colheita de células de vilosidades coridnicas ou do liquido

amnidtico, nas primeiras semanas de gravidez. (216) Outro fator a ter em conta ¢ que
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existem varias mutagdes genéticas que causam esta patologia, logo o seu tratamento ou
cura ndo sera Unico. Neste caso, a terapia génica devera ser individualizada, de modo a

atender as necessidades dos doentes com fibrose cistica. (217)

6.5.2. Sindromes de disfun¢do da proteina surfactante

O surfactante pulmonar, sintetizado em células epiteliais alveolares tipo 2
(AEC2s, do inglés Alveolar Epithelial Type 2 Cells) e secretado nos alvéolos a partir da
24* semana de gestagdo, ¢ constituido por uma mistura complexa de lipidos e proteinas.
A componente lipidica representa 90% do surfactante pulmonar, e ¢ essencial na redugdo
da tensdo superficial na interface ar-liquido alveolar, prevenindo o colapso alveolar no
final da expiragdo. O restante ¢ constituido pelas quatro proteinas surfactantes (SP-A, SP-
B, SP-C e SP-D), e por outras proteinas adicionais, o transportador transmembranar
ABCA3 (adenosine triphosphate binding cassette protein member 3) ¢ TTF1 (thyroid
transcription factor-1), necessarias a estrutura e normal funcionamento do surfactante
pulmonar. As SP-B e SP-C sdo proteinas hidrofobicas envolvidas na reducdo da tensdo
superficial, enquanto as proteinas surfactantes hidrofilicas, SP-A e SP-D, desempenham

papéis importantes na imunidade inata. (218,219)

A sindrome de dificuldade respiratoria (SDR) por défice de surfactante, costuma
ser frequente em recém-nascidos pré-termo. Contudo, em recém-nascidos pré-termo
tardios ou a termo, a SDR grave sugere uma etiologia genética subjacente. Alteragdes nos
genes que codificam as proteinas surfactantes, genes SFTPB e SFTPC, e no gene que
codifica para o0 ABCA3 podem resultar numa sintese insuficiente de surfactante, na
interrupcdo do metabolismo deste ou em lesdo secunddria nas AEC2s.
Consequentemente, estas alteragdes podem levar ao desenvolvimento da SDR grave em
neonatais ou em doenga pulmonar intersticial infantil. Uma deficiéncia na proteina
surfactante B estd associada a SDR grave no periodo neonatal, sendo necessario um
transplante pulmonar para o bebé sobreviver. Alteracdes no gene SFTPC sdo herdadas de
forma autossomica dominante, resultando mais frequentemente em doenca pulmonar
intersticial infantil ou fibrose pulmonar idiopatica. J4 as alteragdes no gene que codifica
para o transportador ABCA3, levando a deficiéncia deste, frequentemente resultam em

SDR neonatal ou doenca pulmonar intersticial infantil. (219,220)
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Deste modo, torna-se importante o desenvolvimento de terapéuticas que permitam
intervir precocemente no tratamento destas patologias pulmonares, nomeadamente in
utero, uma vez que estas ao apresentarem uma elevada mortalidade neonatal, excluem
uma possivel abordagem pos-natal. Deste modo, t€m sido realizados estudos pré-clinicos
no ambito da terapia génica in utero, tendo ja sido abordado no ponto 5.3.3.1., um estudo
onde a aplicabilidade da edi¢cdo de genes in utero, através da tecnologia CRISPR-Cas9,
foi demonstrada ao melhorar o fen6tipo de uma doenca pulmonar monogénica, resultante
de uma mutacdo Sftpc'”*T, bem como ao aumentar a sobrevivéncia dos murganhos

tratados. (173)
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7. Consideracoes de Seguranca

Apesar desta constituir uma terapéutica promissora no tratamento de varias
doengas genéticas passiveis de diagnéstico pré-natal, aquando do desenvolvimento do
feto, também ¢ importante considerar os riscos inerentes de tal intervengdo. Tais riscos
podem ser divididos em aqueles associados a intervencao fetal, ou os relativos a terapia

génica.

Assim como acontece em qualquer intervencdo fetal, além de ser importante
assegurar que esta ¢ segura para o feto, também a seguranga da progenitora deve ser
considerada. Apesar de ser possivel ocorrerem infegdes, parto prematuro ou aborto, existe
uma quantidade significativa de dados clinicos que comprovam ser possivel aceder ao
feto multiplas vezes com um risco consideravelmente reduzido associado ao
procedimento. (36) Sendo que, no caso de uma administracdo sistémica ao feto, os riscos
sdo comparaveis aos de uma transfusdo sanguinea através da veia umbilical. Este ultimo
¢ um procedimento realizado com recurso a ultrassom, e apresenta uma taxa de
complicacdes maternas/fetais de 1,2% e uma taxa de perda fetal de 0,6%. (49,221) Para
além disto, no caso de ocorrer uma exposi¢cdo da progenitora a terapia administrada ao
feto, ¢ importante considerar uma possivel resposta imunoldgica materna a proteina da
capside viral e/ou a proteina recombinante. Contudo, este Ultimo caso torna-se
improvavel, tendo em conta que a progenitora ja deveria estar a produzir a proteina que
se encontra em falta no feto, e, portanto, ser tolerante a esta. Assim, num primeiro ensaio
¢ possivel que sejam excluidas as progenitoras com anticorpos pré-existentes ao vetor que
pudessem atravessar a placenta. (32,38) Isto torna-se importante, uma vez que ao se
analisar a exposicao da progenitora ao vetor viral, num estudo de terapia génica in utero
realizado em primatas ndo humanos, verificou-se que ocorreu passagem transplacentaria
do vetor viral, com consequente transducdo de tecidos maternos, no entanto nao foi
observada imunogenicidade, nem transdugdo da linha germinativa. (203) Assim,
protocolos clinicos deverdo incluir uma monitorizagdo da exposi¢ao materna a terapia

génica, bem como de respostas imunologicas. (7)

Esta terapéutica apesar de apresentar varias vantagens, pode afetar negativamente
o feto e o seu desenvolvimento normal, sendo que a técnica de administra¢do ou qualquer
toxicidade associada ao vetor devem ser avaliadas. Os riscos associados a terapia génica

pré-natal incluem a possibilidade de efeitos adversos no desenvolvimento fetal,
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mutagénese por inser¢ao e transdug¢do ou edicdo da linha germinativa. (36) Outra
preocupacao ¢ a possibilidade de integracdo do vetor viral fora do alvo, o que pode
conduzir a mutagénese por inser¢ao no genoma do hospedeiro e resultar, por exemplo, na
ativagdo de oncogenes ou na inativagdo de genes supressores de tumor. (222) Considera-
se que em resultado do ambiente fetal, ou seja, este apresentar um nivel elevado de
proliferagdo celular, uma abundancia de fatores de crescimento e os genes associados a
regulacdo do crescimento e diferenciacao se encontrarem num estado transcricionalmente
ativo, pode haver uma maior predisposi¢ao para o desenvolvimento de tumores apos
integragdo de vetores no genoma do hospedeiro. Mais especificamente, observou-se uma
alta incidéncia de carcinoma hepatocelular em murganhos ap6s administracdo in utero
com um vetor do virus da anemia infeciosa equina, mas ndo se observou o mesmo com
um vetor de HIV. Isto sugere que o feto possa ser sensivel ao desenvolvimento de tumores
por inducdo de certos vetores. (36,197,223) Embora a terapia génica pré-natal se destine
as células somaticas existe o risco de uma possivel transducdo ou edicdo da linha
germinativa. No feto humano, por volta da 7% semana de gestacdo ocorre a
compartimentacdo das células germinativas primordiais nas gonadas, sendo que até isto
ocorrer as células encontram-se mitoticamente ativas e desprotegidas. Deste modo, a
terapia génica in utero deve ser realizada preferencialmente apds este periodo, com vista

a minimizar o risco de afetar a linha germinativa. (224)

Neste seguimento, surge também a questdo da idade gestacional a partir da qual
se pode administrar uma terapia génica ao feto em seguranga. Uma vez que a tolerancia
imunologica fetal ocorre entre as 11 a 14 semanas de gestagdo, cré-se que a sua
administragdo seja mais benéfica quando realizada perto do inicio deste intervalo. (225-

228)
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8. Consideracdes Eticas

A administracdo de uma terapia génica em fetos humanos levanta multiplas
questdes éticas, que se traduzem numa barreira & implementagdo da mesma na pratica
clinica, principalmente pelo facto de este ser um procedimento complexo, que envolve
dois individuos, o feto e a progenitora. Deste modo, deve ser feita uma avaliagdo prévia
dos riscos e beneficios para ambos. Em intervengdes que envolvam a edi¢do génica de
células somadticas, serd necessario um acompanhamento ao longo da vida dos individuos
que receberam a terapia, de modo a averiguar a eficacia da intervengao e, no caso de uma
administracao sistémica, permitir a monitorizagdo da atividade fora do alvo. Uma das
principais preocupagdes reside no facto desta terapia poder afetar a linha germinativa, o
que pode afetar ndo apenas a crianga que recebeu a terapéutica in utero, mas também as

subsequentes geragoes. (7)

Para que haja uma implementagdo desta na pratica clinica, devem ser
estabelecidas, previamente, a seguranca ¢ a eficacia a longo prazo, em modelos animais
adequados, o que envolverd estudos toxicologicos, bem como experiéncias ao longo de
geracdes. Posteriormente, os ensaios de fase I em humanos deverdo constituir
dificuldades, uma vez que se ird testar a terapéutica em mulheres gravidas, onde os
estudos toxicologicos sdo normalmente contraindicados. Quando esta aplicacdo em
humanos se tornar possivel, serdo fundamentais um aconselhamento parental imparcial e
o consentimento informado, devendo os progenitores ser informados acerca de todas as
opgoes disponiveis, término da gravidez, continuagdo da gravidez afetada e informagao
relativamente aos tratamentos disponiveis no periodo pds-natal para a doenca em questao,
ou a realizagdo de uma terapéutica experimental, expondo os riscos e beneficios inerentes
a cada uma. E importante ressaltar que a seguranca da progenitora ¢ fundamental durante
qualquer procedimento fetal. Uma vez que os possiveis riscos que podem advir desta
terapéutica, podem englobar a progenitora, bem como o feto e, possivelmente a futura
descendéncia, os pais serdo obrigados a consentir um acompanhamento ao longo da vida
relativamente aos anteriores. Contudo, o consentimento pode ser retirado a qualquer
momento pelos progenitores, bem como pela crianga, uma vez atingida a maioridade, o
que pode levar a uma perda significativa do acompanhamento destes individuos e
possiveis efeitos adversos. Outras questdes éticas surgem do facto de mesmo apds a
administragdo de uma terapia génica fetal bem-sucedida, pode ocorrer aborto espontaneo,

nado-morto, ou pode resultar no tratamento parcial de uma patologia grave e fatal, isto ¢,
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neste caso o bebé sobreviveria, contudo, apresentaria graves problemas de saude. Para
além disto, surgem outras questdes, como por exemplo, a suspensdo e retirada de
cuidados, no caso de recém-nascidos gravemente afetados, ou se no caso da terapéutica
in utero nao resultar, se o aborto tardio estara disponivel. Felizmente, a experiéncia clinica
que ja existe com a cirurgia fetal e outras intervencoes fetais vem de certa forma constituir
a base para estas questdes. Tudo isto deverd ser considerado antes de uma aplicagdo
prematura desta terapéutica, de modo a evitar possiveis consequéncias devastadoras.

(7,9,32,49)

70



9. Conclusao

A terapia génica pré-natal apresenta-se, assim, como uma estratégia promissora
no tratamento de uma panoplia de doengas monogénicas graves, que tenham inicio
durante o desenvolvimento fetal e resultem em morbilidade ou mortalidade in utero ou
ap6s o nascimento, como também no tratamento de condi¢des maternas que afetem de
forma negativa o feto. Esta apresenta-se vantajosa a uma possivel terapia génica pds-natal
e viria a fornecer uma 3?* escolha aos pais, quando estes se deparam com um diagndstico
pré-natal de uma doenca genética debilitante ou para a qual ndo existe um tratamento

efetivo no periodo pds-natal.

Apesar deste parecer um conceito simples em teoria, a verdade ¢ que ¢ uma
terapéutica complexa, assim como qualquer intervencao fetal, uma vez que se deve ter
em consideragdo 2 individuos, o feto ¢ a mae. Os riscos de tal intervengdo para a
progenitora e feto, bem como as questdes éticas associados a esta terapéutica, parecem
constituir uma barreira a sua traducdo para a pratica clinica, contudo, os estudos pré-
clinicos desenvolvidos ao longo dos anos demonstram um claro potencial da mesma. A
tecnologia de edicdo génica demonstra-se particularmente interessante na correcao de
patologias in utero, com uma maior seguranga ¢ eficacia, no entanto possiveis riscos
devem ser investigados. Posteriormente, aquando de uma pratica em humanos, serd
obrigatdrio um aconselhamento imparcial aos progenitores, com a exposi¢ao dos riscos e
beneficios das diferentes opgdes disponibilizadas, bem como de um consentimento

informado.

O ideal de que uma unica administragao desta terapéutica in utero pudesse curar
uma patologia grave, nascendo um bebé¢ saudavel, torna-se bastante apelativo. Permitiria
nao so ao individuo uma boa qualidade de vida como a familia, uma vez que nao seria
necessario um tratamento de suporte ao longo da vida, trazendo também beneficios
sociais e econdmicos. Assim, embora esta ainda se encontre em estudos pré-clinicos,

podera no futuro se tornar numa realidade da pratica clinica.
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