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Resumo

A fibrose quistica é uma doenca causada por mutac6es no gene que codifica a proteina
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator, um canal i6nico que existe nas
células epiteliais de todo o corpo.

A esperanca média de vida dos individuos com fibrose quistica tem vindo a aumentar
substancialmente nas Gltimas décadas devido aos avancos nas varias vertentes terapéuticas.
Notaveis progressos na compreensdo da patogenia da fibrose quistica conduziram a uma série
de novas possibilidades terapéuticas. Deste modo, novos tratamentos que visam corrigir 0
defeito de base no transporte idnico ja se encontram em estudo e prometem ser um importante
complemento as terapias de suporte ja disponiveis para os doentes com fibrose quistica.

Objectivos: Este artigo aborda os avancos no tratamento sintomatico da fibrose
quistica e o desenvolvimento de terapéuticas destinadas as diferentes classes de mutacdes.
Para além dos avancos na terapia geneética, varios novos compostos tém sido descobertos
recentemente, 0s quais se mostram bastante promissores no que diz respeito ao

desenvolvimento de farmacos eficazes para corrigir o defeito de base.

Palavras-chave: fibrose quistica, Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator (CFTR), novas terapias, farmacos em desenvolvimento, CFTR correctores, CFTR

potenciadores, ENaC.



Abstract

Cystic fibrosis is caused by mutations in the gene encoding the cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator, an ion channel expressed in epithelial cells throughout
the body.

The life expectancy of individuals afflicted by cystic fibrosis has improved
substantially in recent decades with advances in all aspects of therapy. Remarkable progress
in the understanding of cystic fibrosis pathogenesis has led to a number of therapeutic
opportunities in the disease. Thus, new treatments targeting the basic ion transport defect in
the disease are now in different stages of development, and promise to complement
supportive therapies already available to patients.

Objectives: This article discusses the advances in symptomatic treatment of cystic
fibrosis and the development of therapeutic approaches aimed at the different classes of basic
mutation. Apart from gene therapy, several novel compounds have recently been discovered,

which appear promising enough to develop effective drugs to cure the basic defect.

Keywords: cystic fibrosis, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

(CFTR), new therapies, drug development, CFTR correctors, CFTR potentiators, ENaC.



Indice de siglas

ABC — ATP binding cassette (transportadores de membrana regulados pela ligacdo ao ATP)
ACBT - Active Cycle of Breathing Technique (técnica de respiracdo activa)

ADN - &cido desoxirribonucleico

ATP — adenosino trifosfato

CaCC — Ca** activated CI” channel (canal de CI activado pelo Ca®*)

CAMP - cyclic adenosine monophosphate (adenosina monofosfato ciclica)

CBAVD - Congenital Bilateral Absence of the Vas Deferens (auséncia congénita bilateral
dos canais deferentes)

CFMDB - Cystic Fibrosis Mutation Database (Banco de Dados de Mutagdes da Fibrose
Quistica)

CFTR - cystic fibrosis transmembrane regulator

CHIP — carboxyl terminus of Hsc70- interacting protein

CI —i&o cloreto

CICx — volume regulated CI" channel (canal de CI" regulado pelo volume)

COPII - proteina do complexo Il

DHA — docosahexaenoic acid (acido docosahexaenoico)

DM - diabetes mellitus

Dominio R — dominio regulatorio

ENaC — epithelial Na* channel (canal epitelial de Na®)

ERAD — Endoplasmic Reticulum Associated Degradation (sistema de degradagdo associado
ao reticulo endoplasmaético)

FDA — Food and Drug Administration



FEV, — forced expiratory volume in the first second (volume expiratorio forcado no 1°
segundo)

FQ — Fibrose Quistica

HAT — hydro-acoustic therapy (terapia hidro-acustica)

Hsc70 — Heat shock cognate protein 70

HTS — High throughput screening (triagem de alto rendimento)

IL-8 — Inter-leucina 8

LSA - liquido da superficie aérea

MRNA — messenger ribonucleic acid (mensageiro do &cido ribonucleico)

MSD — membrane spanning domains (dominios de expansdo de membrana)

NBD - nucleotide binding domain (dominio de ligacdo ao nucleotideo)

NPD - nasal potential difference (diferenca de potencial nasal)

ORCC - outwardly rectifying chloride channels (canais que rectificam externamente)

PEP — pressdo expiratoria positiva

PKA — Protein kinase A (proteina quinase dependente de AMPc)

PKC — Protein kinase C (proteina quinase dependente de Ca*")

PTCs — premature termination codons (coddes de terminacdo prematuros)
RE — Reticulo endoplasmatico

rh DNase — DNase recombinante humana

rRNA — RNA ribossémico

tRNA — RNA de transferéncia

UPS — Ubiquitin Proteassome System (sistema ubiquitina proteossoma)
UTP — uridino trifosfato

VPI — ventilag&o percussiva intrapulmonar
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1 - Introducao

A fibrose quistica (FQ) é a doencga autossomica recessiva mais comum na populacéo
caucasiana, sendo que nesta populacdo a mutacao esta presente em aproximadamente uma em
cada vinte cinco pessoas sem predominio de sexo, a maioria dos quais assintomatica (Becq
2010). Estima-se que existam 70 mil pessoas com a doenca em todo o mundo (www.cff.org).

A FQ é uma doenca multissistémica causada pela mutacdo do gene que codifica a
sintese de uma proteina, a Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR),
que funciona como um canal de i6es cloreto (CI) expressado nas células epiteliais de diversos
orgaos (Kreindler 2010).

As alteracGes na expressdo e na funcdo da proteina CFTR resultam num anormal
transporte de ides e agua através dos epitélios dos sistemas gastrointestinal e hepato-biliar, do
tracto respiratorio, do sistema reprodutivo e das glandulas sudoriparas (Wojewodka, De

Sanctis et al. 2011).
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Figura 1 - Desenho esquematico do transporte dos ides Cl" e Na" no epitélio das glandulas
sudoriparas de um individuo normal e de um individuo com FQ.
Modificado de Mishra, Greaves et al., 2005.




Enquanto as glandulas sudoriparas (Figura 1) produzem suor com maiores
concentracdes de sddio e cloro, nos outros 6rgdaos, como € o caso da via aérea (Figura 2), a
proteina CFTR mutada leva a uma diminuicdo do transporte de cloro para fora da célula e
alteracdes na regulacdo da absorcdo de sodio e agua, o que conduz a uma producdo de
secre¢des viscosas que se acumulam, podendo mesmo chegar a obstruir o limen dos 6rgaos

afectados (Mishra, Greaves et al. 2005).

EPITELIO DA
VIA AEREA

Normal Fibrose Quistica

M. APICAL

M. BASOLATERAL

Figura 2 - Desenho esquematico do transporte dos ides CI" e Na" e da &gua no epitélio
respiratorio de um individuo normal e de um individuo com FQ.
Modificado de Mishra, Greaves et al., 2005.

Nos pulmdes, a desidratacdo das secre¢des brénquicas impede 0 movimento dos cilios
das células e consequentemente conduz ao comprometimento da clearance muco-ciliar,
havendo assim acumulacdo de secregdes. Este processo provoca a retengdo de agentes
microbianos e anti-inflamat6rios no muco, levando a inflamacéo e infec¢bes cronicas com
progressiva lesdo dos tecidos (Shamseer, Adams et al. 2010). Ao longo da vida do doente séo
frequentes as infecgBes respiratorias, eventualmente surgindo insuficiéncia respiratoria e

morte (Kreindler 2010).



A nivel pancreatico, as secre¢des viscosas provocam obstrucdo dos ductos e

consequente insuficiéncia exocrina, resultando em ma absorcdo intestinal e malnutricdo. E

também frequente a insuficiéncia enddcrina, sendo a diabetes mellitus (DM) uma complicagédo

importante da FQ (Lin, Sui et al. 2010).

A FQ ¢é uma doenca multissistémica pelo que, para além da doenca pulmonar

progressiva e da disfuncdo pancreéatica, os doentes podem também apresentar problemas de

motilidade intestinal, atraso de crescimento, infertilidade masculina, cirrose biliar multifocal,

osteoporose e défices de acidos gordos e vitaminas lipossoluveis (Wojewodka, De Sanctis et

al. 2011). A tabela 1 mostra, em resumo, as manifestacdes clinicas mais frequentemente

associadas a FQ.

Tabela 1 — Manifestacdes clinicas associadas a Fibrose Quistica.

Doenca sino-pulmonar
cronica

Persistente colonizacdo / infec¢do por agentes tipicos da FQ

Tosse e expectoracdo cronicas

AlteracGes radioldgicas persistentes (atelectasias,
bronquiectasias, infiltrados e hiperinsuflacéo)

Pdlipos nasais e alteracdes radioldgicas dos seios perinasais

Hipocratismo digital

Anormalidades
gastrointestinais e
nutricionais

Intestinal: ileo meconial, sindrome da obstrucéo intestinal
distal e prolapso retal

Pancreatico: insuficiéncia pancreatica e pancreatite recorrente

Hepatico: doenga hepatica cronica com evidéncia clinica ou
histologica de cirrose biliar focal ou multilobular

Nutricional: desnutri¢do proteico-cal6rica com
hipoproteinémia e edema, complica¢des secundarias a
deficiéncia de vitaminas lipossolUveis

Alterac0es electroliticas

Deplecdo salina aguda e alcalose metabolica cronica

Anormalidades
urogenitais masculinas

Azoospermia obstrutiva (auséncia congénita bilateral dos
canais deferentes)

Modificado de Dalcin Pde and Abreu, 2008; Damas, Amorim et al., 2008.
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Dos doentes com FQ, 93,7% sdo de ragca caucasiana, mencionando a maioria dos
autores uma incidéncia de 1 em cada 2500-3000 nados vivos nesta populacdo. No entanto,
existe uma grande variabilidade de acordo com a regido geografica e com o grupo étnico. Nos
Estados Unidos, por exemplo, onde a diversidade étnica propicia dados comparativos, a FQ
atinge 1 em cada 2500 bebés de raca caucasiana e 1 em cada 17 000 de raga negra, enquanto é
rara nos individuos asiaticos. Em contrapartida, ndo existe variacdo da incidéncia em funcéo
do sexo, afectando rapazes e raparigas de uma forma equitativa (www.apfq.pt).

Nos Estados Unidos, cerca de 1000 novos casos sdo diagnosticados cada ano, sendo
70% dos diagnosticos efectuados antes dos dois anos de idade e apenas 10% aos 18 anos ou
depois (Shamseer, Adams et al., 2010; www.cff.org).

A esperanca média de vida dos individuos com FQ tem aumentado substancialmente.
Ha um século atras, a esperanca média de vida a nascenca de uma crianga com FQ era de um
ou dois anos; nos anos sessenta era de cerca de dez anos (Becq 2010). Na década de noventa a
esperanca média de vida estava nos 28 anos, no ano 2000 era de 32 anos e em 2008 era de
37,4 anos (Plosker 2011). O diagnostico precoce, a melhoria do estado nutricional global
através da administracdo de suplementos de enzimas pancredticas e de vitaminas
lipossoluveis, o combate ao declinio da funcéo pulmonar através de agentes modificadores do
muco, cinesiterapia respiratdria, anti-inflamatdrios, broncodilatadores, oxigenoterapia e
antibioterapia tém contribuido para este aumento esperanca média de vida (Wojewodka, De
Sanctis et al. 2011). No entanto, as pessoas com FQ continuam a ter uma esperanca média de
vida reduzida quando comparada com a generalidade da populagéo, sendo as complicacdes
respiratorias responsaveis pela maior parte da mortalidade associada a esta doenga (Collawn,
Fu et al. 2010).

Desde a descoberta do gene CFTR, em 1989, tém sido encetados numerosos estudos

com o objectivo de desenvolver novas terapias direccionadas para o defeito que estd na base
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da doenca. Estas incluem a substituicdo do gene CFTR através da terapia genética, terapias
para corrigir a funcdo da proteina CFTR alterada, melhorando a sua expressdo, 0 Seu
transporte intracelular ou a sua funcéo, e terapias para restaurar as caracteristicas do liquido
da superficie aérea (LSA), activando canais de CI alternativos ou inibindo o excesso de
absorcdo de sodio através dos canais epiteliais de Na'. Assim, as abordagens terapéuticas
actualmente em vigor tém sofrido uma grande evolucdo e aperfeicoamento ao longo dos
ultimos anos, e muitas outras novas estratégias de actuacdo sintomatica ainda continuam em
estudo (Sloane and Rowe 2010).

Embora muitas destas terapias ainda se encontrem em investigacdo, existe a esperanca
de que poderao trazer grandes beneficios a estes doentes, aumentando a sua qualidade de vida

e, potencialmente, fornecer uma cura.

2 - Material e métodos

Para a realizacdo deste trabalho de revisdo foram consultados artigos cientificos
publicados e referenciados na Medline/ Pubmed desde 2010 a 2012, e artigos prévios a essa

data que pareceram relevantes para os temas em discussao.
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3 - Perspectiva historica da Fibrose Quistica

A primeira descri¢do da FQ como uma entidade patolégica data de 1938 por Dorothy
Andersen, que a intitulou de "fibrose quistica do pancreas” devido a alteracbes microscopicas
precoces do tecido pancreatico, sendo esta denominacdo mais tarde abreviada para fibrose
quistica. Em 1951, perante uma onda de calor que surgiu nos Estados Unidos, surgiram varios
casos de criancas com desidratacdo e choque, as quais responderam rapidamente a
terapéuticas de hidratacdo. Analises laboratoriais ao sangue aquando da sua chegada ao
hospital revelaram baixa concentracdo de cloro e alta concentracdo de bicarbonato, situacéo
que reverteu com a terapia. Estes achados confirmavam a hipotese de Kessler e Andersen que
dizia que a FQ ultrapassava largamente a doenca pancreatica, afectando de maneira
generalizada as glandulas secretoras, pelo que a denominaram de mucoviscidose (Kreindler
2010).

Em 1953, Paul di Sant Agnese estudou os niveis de electrolitos no suor de doentes
com FQ e encontrou teores elevados de cloreto de sodio (CI" e Na* acima de 60,0 mEq/L),
sendo esta elevada perda de sais responsavel pela maior susceptibilidade dos doentes com FQ
a desidratacdo. Mais tarde, em 1959, Gibson e Cooke introduziram o método da iontoforese
com pilocarpina para a execucdo do teste do suor, que € até hoje a técnica de escolha para a
realizacdo deste exame laboratorial (www.apfq.pt).

No inicio da década de 80, Knowles demonstrou que a diferenca de potencial nas vias
respiratorias dos pacientes com FQ era significativamente maior que em individuos normais e
portadores de outras doencas. Em 1983, Quinton estudou a perfusdo nos ductos de glandulas
sudoriparas isoladas de pacientes com FQ e demonstrou que 0 aumento da voltagem nesses
casos era devido a uma diminuicdo da permeabilidade ductal ao ido CI" e uma reducdo da

secrecdo desse ido em resposta a estimulacdo adrenérgica (Kreindler 2010).
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Tendo por base o conhecimento de que a FQ resultava de uma alteracdo do transporte
do ido CI, os investigadores comecaram a procura do gene afectado. Em 1985, dois
laboratdrios diferentes localizaram o gene da FQ no braco longo do cromossoma 7 (Kreindler
2010). A identificacdo do gene, no entanto, teve lugar somente em Agosto de 1989, quando
dois grupos de investigadores, um em Toronto, liderado por Lap Chee Tsui, e outro em
Michigan, liderado por Francis Collins, ndo s6 identificaram o gene mas também a proteina
por ele codificada, que foi designada pelas letras CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator) (www.apfq.pt). Seguiram-se varios estudos e em 1990 chegou-se a
conclusdo que a proteina CFTR funcionava como um canal ides CI" e que poderia funcionar
como um regulador positivo sobre outros canais de CI. Em 1991 descobriu-se que a
permeabilidade da proteina CFTR aos anifes requer a sua fosforilacdo por uma proteina
quinase A (PKA) dependente da adenosina monofosfato ciclica (CAMP) e que esta, por sua
vez, é dependente da presenca de ATP. Estudos efectuados em 1992 e 1994 concluiram que a
proteina CFTR também conduzia HCOj3 (Kreindler 2010).

Sendo assim, a CFTR é uma proteina que regula a conductancia transmembranar, ou
seja, funciona como um canal de ides CI" mas também regula a actividade de varios outros
canais ionicos localizados na membrana apical das células epiteliais de alguns o6rgéos,
especificamente vias biliares, criptas intestinais, pancreas, aparelho respiratorio, aparelho

reprodutor, tabulos renais e glandulas sudoriparas (www.apfq.pt).
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4 - Biologia molecular da CFTR

A FQ é uma doenca genetica que resulta de mutacdes de um gene localizado no braco
longo do cromossoma 7 (7931.2) composto por 180 mil pares de bases que codifica a proteina
CFTR, sendo esta constituida por uma cadeia Unica de polipeptideos contendo 1480
aminoacidos com massa molecular de 168,138 Daltons. Como referido anteriormente, a
glicoproteina CFTR localiza-se na membrana apical da célula e funciona como um canal de
ibes CI" e HCO3, afectando o transporte de sodio e agua nos epitélios secretores e
absorventes. A proteina CFTR faz parte de uma grande familia de proteinas membranares
chamadas transportadoras de membrana reguladas pela ligacdo ao ATP (ABC). Estas
transportadoras regulam o transporte de pequenas moléculas através da membrana celular.
Nos mamiferos, por exemplo, sdo responsaveis pela resisténcia das células a farmacos anti-
neoplasicos e nas bactérias participam na captacdo de nutrientes. Tal como as outras
transportadoras ABC, a CFTR ¢ formada por dois dominios de ligacdo a nucleotideos (NBD)
e por dois dominios de expansdo de membrana (MSD). No entanto, a CFTR tem
caracteristicas que a tornam Unica: funciona como um canal idnico onde o0s ifes atravessam a
proteina e exibe um dominio regulatério (dominio R) que abre o canal i6nico aquando da sua
fosforilacdo pela proteina quinase A (PKA) (Li and Naren 2005; Rogan, Stoltz et al. 2011).

No total, a proteina CFTR é constituida por cinco dominios: dois dominios MSD
hidrofobicos e simétricos, cada um composto por 6 segmentos transmembranares que
ancoram a proteina a membrana celular e contribuem para a formacdo do canal i6nico, dois
dominios NBD hidrofilicos que sdo o local de unido e hidrélise do ATP e proporcionam a
energia necessaria para regular a abertura e fecho do canal e o dominio R, uma regido
citoplasmatica que possui varios sitios de fosforilagdo e que controla a actividade do canal

ionico, podendo ter efeitos de activacdo ou de inibigdo. Os terminais amino e carboxil séo
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orientados para o citoplasma da célula e actuam como mediadores de interaccao entre a CFTR

e uma ampla variedade de proteinas intracelulares (Li and Naren 2005; Kreindler 2010).

Figura 3 — Esquema da estrutura da proteina CFTR: dois dominios de expansdo de membrana
(MSD1/2) cada um com seis segmentos transmembranares, dois dominios de ligagdo a nucle6tidos
(NBD1/2) e um dominio regulatério R intracelular.

Adaptado de Mishra, Greaves et al., 2005.

A proteina CFTR possui seis residuos positivamente carregados (K95, R134, R334,
K335, R347 e R1030) dentro dos dominios MSD que sdo, provavelmente, responsaveis pelo
alinhamento do poro. Estes aminoacidos estdo conservados através das espécies, sendo que
dois deles sdo sitios de muta¢des associadas a FQ (R334Q/W e R347C/H/L/P), o que sugere
que estes tenham um papel funcional importante (Schwiebert, Benos et al. 1999).

Em ambos os NBD existem sequéncias de aminoacidos especificas chamadas de
Walker A, Walker B e uma sequéncia chamada sequéncia LSGGQ (denominada também
signature sequence). Estas sequéncias sdo responsaveis pela ligacdo e hidrolise do ATP
intracelular. A importancia dos NBD ¢ realgada pela existéncia de varias mutagdes associadas
a FQ nestes dominios que originam importantes disfuncdes do canal (Mishra, Greaves et al.
2005).

O dominio regulatorio R contém varios sitios de fosforilacdo para proteina quinase

dependente de AMPc (PKA\) e para a proteina quinase dependente de Ca** (PKC), produzindo
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a abertura do canal. A fosforilagdo do dominio R provoca uma alteracdo na conformacéo
espacial de toda a proteina, estimulando assim a actividade da CFTR. Sabe-se que as variantes
da CFTR com sitios de fosforilagio mutados apresentam uma actividade extremamente

deficitaria (Kreindler 2010; Rogan, Stoltz et al. 2011).
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Figura 4 — Esquema dos sitios de fosforilacdo da CFTR pela proteina quinase dependente de
AMPc (PKA) (em cima) e pela proteina quinase dependente de Ca®** (PKC) (em baixo). Esta
representada a contribuicdo de cada sitio para a regulacdo do canal CFTR, havendo distincdo entre
sitios de estimulagéo (+) e sitios de inibicéo (-).

Adaptado de Gadsby and Nairn, 1999.

Estudos de eletrofisiologia indicam que a proteina CFTR ¢é permeavel a alguns aniGes.
A CFTR mostrou a seguinte sequéncia de permeabilidade a anides: Br > CI> I'> F". Esta
permeabilidade distingue a CFTR de outros canais epiteliais de cloreto, que geralmente tém
maior permeabilidade ao I" do que ao CI". Outros investigadores mediram a permeabilidade da
CFTR a anides poliatémicos e obtiveram a seguinte sequéncia: NO* > CI" > HCO* > formato
> acetato. A razdo da permeabilidade do Na" sobre a do CI” (Pna/Pcj) encontra-se no intervalo
entre 0,1 - 0,03, sugerindo uma actividade significativamente maior para o Cl" do que para o
Na’. Foram encontrados também dados que comprovam a permeabilidade da CFTR & agua e

ureia (Kreindler 2010).
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Como referido anteriormente, a abertura e o fecho da proteina CFTR é fortemente
controlada pelo balanco intracelular da proteina quinase e pelos niveis de ATP. A activagédo
da PKA ou PKC causa a fosforilacdo de multiplos residuos de serina no dominio regulador R.
Uma vez que o dominio R foi fosforilado, a abertura do canal ocorre em funcgéo da hidrolise
do ATP nos NBD. Finalmente, o canal retorna ao seu estado inicial quando as fosfatases
desfosforilam o dominio R.

Muitos modelos diferentes foram propostos para demonstrar a regulacao do canal pela
hidrolise do ATP, sendo um deles o proposto por Gadsby & Nairn em 1999. Neste modelo,
como pode ser observado na figura 5, quando o canal ndo esta ligado ao ATP permanece
fechado (em C1). De seguida, o dominio R é fosforilado pela PKA dependente de CAMP e
esta fosforilacdo permite a ligacdo do ATP aos NBD, alterando assim a sua conformacéo (o
canal passa de C1 para C2 e C3). Em C3 o canal encontra-se fechado mas a hidrolise do ATP
ligado ao NBD1 altera a sua conformacao e induz a abertura do canal iénico fazendo com que
os anides passem a favor do gradiente electroquimico através do poro formado pelos
dominios transmembranares MSD (C3—O1). Neste momento, o0 ATP que esta ligado ao
NBD2 permite a estabilizacdo do canal aberto. De seguida as fosfatases desfosforilam o
dominio R, o ATP ¢ hidrolisado pelo NBD2, o ADP+Pi é libertado de ambos os NBD e o

canal fechara outra vez. (01—-02—C1) (Gadsby and Nairn 1999; Rogan, Stoltz et al. 2011).
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Figura 5 — Mecanismo proposto para a abertura e fecho do canal CFTR.
Modificado de Gadsby and Nairn, 1999.

Além de funcionar como um canal de CI', a proteina CFTR também actua como um
regulador de condutancia, exercendo influéncias modulatérias sobre outros canais i0Gnicos
(Na" e K%), sobre o transporte de proteinas e sobre alguns outros processos, como
mecanismos de liberacdo de ATP, regulacdo da secrecdo de bicarbonato, producdo de éxido
nitrico, entre outros. Esta hipOtese surgiu apds a constatacdo de que as alteracdes no
transporte i6nico observadas no epitélio das vias aéreas de pessoas com FQ ndo podiam ser
explicadas apenas por alteracbes do transporte de CI atribuido ao CFTR (Guggino and
Stanton 2006; Sloane and Rowe 2010).

Um tipo de canais regulados pela CFTR sio os canais epiteliais de Na* (ENaC). Estes
canais sdo inibidos durante a secrecdo de CI" em células que expressam a CFTR, 0 que sugere

que a activagdo da CFTR inibe os ENaC. Certos estudos sugeriram que a CFTR e os ENaC
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interagem directamente por ligacdo proteina-proteina. Esta interaccdo entre a CFTR e 0s
ENaC ¢ biologicamente relevante porque a secrecdo de CI', mediada pela CFTR, e a
reabsor¢do de Na*, mediada pelo ENaC, regulam a quantidade de ides e de agua nos fluidos

das superficies celulares de alguns 6rgdos (Sloane and Rowe 2010).

A - J \
Basolateral

Figura 6: Esquema de uma célula epitelial mostrando as mdltiplas funcdes da CFTR: 1)
transporte de iGes CI', 2) libertacdo de ATP, 3) regulacéo positiva dos canais de cloreto que rectificam
externamente (ORCC), 4) inibi¢do do canal epitelial de Na+ (ENaC).

ER, reticulo endoplasmatico.
Modificado de Schwiebert, Benos et al., 1999.

A CFTR é capaz de regular uns canais ionicos chamados canais de cloreto que
rectificam externamente (ORCC) através de um mecanismo envolvendo a liberacdo de ATP
pela propria CFTR para fora da célula. Uma vez fora da célula, o ATP pode interagir com
receptores purinérgicos que, depois de activados, estimulam os ORCC atraves de segundos
mensageiros, aumentando o transporte de CI. A fosforilacdo e a abertura da CFTR estdo
directamente envolvidas na abertura do canal de ATP associado a esta, sugerindo que

mutacdes que causem mudancas estruturais da CFTR que alteram os mecanismos de abertura
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e fecho deste canal tém efeitos semelhantes na via de conducdo de ATP (Schwiebert, Benos et
al. 1999).

A proteina CFTR também pode regular a actividade do canal de potassio. Para além
disso, pode funcionar como um neuromodulador e sinalizador celular, mediando o fluxo de
glutationa através da hidrolise de ATP, além de ser importante para a regulacdo da reciclagem
da membrana dependente de cAMP, indicando que mutacGes na CFTR podem induzir

disfungdes no sistema nervoso central (Guo, Su et al. 2009).

5 - Sintese e percurso da CFTR normal

O percurso seguido pela glicoproteina CFTR desde a transcricdo do gene até a
membrana celular leva-a através dos varios compartimentos celulares, onde tem de passar por
um rigoroso controlo de qualidade (Rogan, Stoltz et al. 2011).

Dentro do nacleo, o ADN é transcrito em mRNA. O mRNA deixa o nlcleo e encontra
ribossomas no citoplasma mas principalmente no reticulo endoplasmatico (RE), os quais
interagem com os RNA de transferéncia (tRNA) carregados de aminoacidos especificos,
resultando na traducdo de um polipeptideo. Esse polipeptideo imaturo com cerca de 140kDa
sofre vérias glicosilacdes até se tornar uma proteina madura com aproximadamente 170kDa
(Rogan, Stoltz et al. 2011).

A maturacdo da proteina dentro do RE envolve um processo de dobragem da cadeia
polipeptidica, com formacdo de ligaces entre a proteina e a bicamada lipidica do RE. As
varias etapas de dobragem sdo muito faliveis, ocorrendo erros em mais de metade das
proteinas CFTR normais. Assim sendo, do total das proteinas CFTR formadas sé cerca de 20

a 50% é convertida na forma madura da CFTR. Essa ineficacia na matura¢do conformacional
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da proteina e fruto da complexidade dos seus segmentos hidrofilicos e hidrofébicos, os quais
por vezes nao se ligam correctamente a membrana do RE, o que faz com que a dobragem dos
varios dominios ndo fique correcta. As proteinas mal dobradas s&o muito menos compactas, o
que as torna mais sensiveis a accdo das proteases. Neste sentido, qualquer alteracdo na
sequéncia de aminoacidos que aumente, ainda que de forma subtil, o tempo de permanéncia
da proteina no RE sera desastrosa, na medida em que a expde por mais tempo a accao das
proteases e, consequentemente, ao controlo de qualidade do reticulo endoplasmatico
(Riordan, Rommens et al. 1989; Rogan, Stoltz et al. 2011).

Apbs a sua sintese no RE, a CFTR devera ser transportada até a membrana plasmatica
para que assuma a sua posicdo definitiva. As CFTR que ndo adquirem a sua conformacéo
final, ndo ultrapassam o controlo de qualidade do RE e sdo eliminadas pelo sistema de
degradacdo associado ao reticulo endoplasmatico (ERAD). Este ERAD é formado
principalmente pelo sistema ubiquitina proteossoma (UPS) que controla a qualidade do
polipeptideo CFTR ap6s amadurecimento, tanto na membrana do RE como posteriormente no
compartimento citoplasmatico. Este sistema é composto por enzimas que promovem ligacdes
covalentes entre a proteina defeituosa e a ubiquitina, marcando-a assim para a degradacao; a
este processo da-se o nome de ubiquitinizacdo. De seguida, estas proteinas sdo transferidas
para o sistema de degradacao proteassoma 26S existente no citoplasma, através da interac¢ao
com proteinas especificas dentro do ERAD, como a manose, a manose-like, a Derlin-1 e a
Hsc70 (Sloane and Rowe 2010; Rogan, Stoltz et al. 2011).

As CFTR maduras e completamente glicosiladas sdo reconhecidas pelo controlo de
qualidade do RE, interiorizadas em vesiculas do RE e cobertas com uma molécula de acido
diacidico a que se chama proteina do complexo Il (COPII), a qual coordena a saida das

vesiculas do RE. A transferéncia da proteina CFTR a partir do RE até ao complexo de Golgi
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também € coordenada por varios chaperones (Hsp70, Hsc70, Hsp90 e HDJ-2) (Riordan,
Rommens et al. 1989).

No complexo de Golgi da-se a conversdo final da CFTR numa proteina totalmente
glicosilada. Entdo, formam-se vesiculas revestidas por clatrina contendo a proteina CFTR
madura que migram para a membrana apical. Uma vez situadas na membrana plasmatica, as
CFTR véo-se renovando a uma taxa de 10% por minuto, tendo uma semivida de 12 a 24 h.
Isto porque na membrana plasmatica existe outro controlo de qualidade que serve para
eliminar CFTR senescentes ou com um funcionamento incorrecto. Este controlo de qualidade
envolve, sequencialmente, o reconhecimento das CFTR pelo chaperone Hsc70, a
ubiquitinizacdo e, por fim, a reciclagem em endossomas revestidos por clatrina ou a
degradacdo em lisossomas (Rogan, Stoltz et al. 2011).

Existem aminoacidos localizados no NBD1 que sdo reconhecidos pelo sistema COPII
e que levam ao empacotamento da proteina CFTR dentro da vesicula, facilitando a sua
exportacdo. Assim, mutacdes como a F508del, situada no NBD1, impedem a adequada
dobragem e empacotamento da CFTR, aumentando o tempo de permanéncia da proteina no
RE, e reduzem a activacdo do sistema COPII de exportacdo, o que leva a sua degradacao pelo
controlo de qualidade do RE. Por outro lado, quando a CFTR-F508del atinge a membrana
plasmatica, geralmente apresenta uma semivida mais curta do que a CFTR ndo mutada, por
causa de uma mais rapida reciclagem ou degradacdo lisossomal (Riordan, Rommens et al.

1989).
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6 - Mutacbes no Gene CFTR

A nivel funcional, os efeitos das mutacdes na actividade do canal de cloreto sdo
consistentes com a natureza recessiva da doenca: mutacGes resultam na reducdo da funcéo,
quantitativa e/ou qualitativamente. Estas mutacdes podem alterar a funcdo do canal quer
indirectamente, interferindo com a formacéo da estrutura tridimensional nativa do canal, ou
mais directamente, interferindo com os processos de activacao, abertura e conducdo (Chmiel
and Davis 2003).

Segundo o Banco de Dados de Mutacdes da Fibrose Quistica (CFMDB) existem 1.902
mutacdes identificadas ao longo do gene CFTR (acesso em 12 de Janeiro de 2012). A maior
parte das alteracdes encontradas envolve um ou poucos nucleotideos, sendo que 40,38% sao
mutacdes que causam a substituicdo de um aminoacido (missense); 15,93% séo do tipo que
desvia ou altera o quadro de leitura (frame shift); 14,14% das mutacGes causam variacdes da
sequéncia; 11,88% sédo do tipo que impede o correcto processamento do mRNA (splice site);
8,46% causam a terminacdo da cadeia (nonsense); enquanto as grandes delecdes ou inser¢oes
representam apenas 2,58% das alteracdes observadas (www.genet.sickkids.on.ca/cftr).

As mutacdes associadas a FQ ndo sdo aleatdrias e localizam-se mais frequentemente
na primeira metade do gene CFTR, principalmente na primeira regido NBD, particularmente
nos exdes 10 e 11. A primeira regido MSD revela um aglomerado de mutacdes nos exdes 4 e
7. Pelo contrario, sdo raras as mutacdes encontradas no dominio R e na segunda regido MSD.
Na segunda regido NBF também se verificam diversas mutac@es, principalmente nos exdes 19

e 20 (Castellani, Cuppens et al. 2008).
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Figura 7: Esquemas que ilustram a organizacdo dos exdes que determinam cada um dos
dominios da proteina CFTR.
Modificado de Welsh and Smith, 1995.

A mutacdo F508del, tradicionalmente conhecida como AF508, é a mais frequente
entre os pacientes com FQ e esta presente em aproximadamente 66% dos alelos nas
estatisticas mundiais. A maioria das restantes mutacdes no gene CFTR sdo raras, com apenas
quatro (G542X, G551D, N1303K e W1282X) apresentando frequéncias entre 1% e 3%. De
facto, apenas vinte mutacbes tém uma  frequéncia superior a 0,1%
(www.genet.sickkids.on.ca/cftr).

A frequéncia e a distribuicdo das mutacGes da proteina CFTR variam de acordo com a
origem étnica dos doentes. Por exemplo, a frequéncia alélica da mutacdo F508del apresenta
um gradiente ao longo da Europa, variando de 24,5% na Turquia a 90% na Dinamarca. Além
disso, algumas mutagdes sdo especificas ou apresentam frequéncias elevadas em
determinados grupos étnicos, como a mutacdo nonsense W1282X em judeus Ashkenazi e a

mutacdo 3120+1G>A em africanos. Essas variagdes sdo, provavelmente, devido ao efeito
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fundador durante a migracdo e estabelecimento de alguns grupos em diferentes areas
(Lommatzsch and Aris 2009; Rogan, Stoltz et al. 2011).

As mutacdes no gene CFTR foram inicialmente subdivididas por Welsh e Smith em 4
classes, de acordo com os seus efeitos na transcri¢do, no processamento, na concentragéo e na
funcdo da proteina CFTR (Becq 2010). No entanto, devido a existéncia de fendtipos
relacionados com a FQ associados a mutacdes particulares no CFTR e a propriedades
regulatérias do canal, foi feita uma extensdo do nimero de classes para 5 e mais recentemente
para 6 (Figura 8). Ndo obstante, estas classes ndo sdo mutuamente exclusivas, e mutagdes
especificas podem ter caracteristicas de mais do que uma classe (Kreindler 2010; Rogan,

Stoltz et al. 2011).
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Figura 8: Representacdo esquematica das diferentes classes de mutacdes do

gene CFTR. Modificado de Rowe, Miller et al., 2005. 2



6.1 Classe | — defeito na producao proteica

Esta classe inclui as muta¢Bes que resultam na diminui¢do ou auséncia de sintese de
proteina estavel, originando os fendtipos mais severos na FQ, e esta presente em
aproximadamente 10% dos pacientes (Sloane and Rowe 2010). Podem ser mutagGes nonsense
que dao origem a formacdo de coddes de terminacdo prematuros (PTC) também chamados
codbes STOP (UAA, UGA ou UAG), mas também mutagdes frame shift ou splice site (Becq
2010). Como consequéncia, sdo formados transcritos instaveis e/ou proteinas aberrantes
possuindo delecdes ou novas sequéncias de aminoécidos. Estas proteinas sdo frequentemente
instaveis e como tal sdo reconhecidas por chaperones no RE e degradadas rapidamente. O
resultado final é a auséncia de proteina CFTR funcionante na membrana plasmatica devido a
sua anormal producdo (Lommatzsch and Aris 2009).

A mutacdo da classe | mais frequente é G542X (substituicdo de uma glicina por um
coddo STOP na posi¢cdo 542 do exdo 11) mas para além desta existe a R553X e a W1282X
(particularmente comum nos Judeus Ashkenazi, nos quais representa 75% dos alelos CFTR
mutantes). A terminacdo em X representa uma mutacdo nonsense (Sloane and Rowe 2010;
Rogan, Stoltz et al. 2011).

Esta classe também inclui fen6tipos menos graves ou intermédios, que ocorrem devido
a alteracBes do padrdo de splicing, ou seja, modificacdo dos sitios de processamento do
MRNA, o que resulta na formacdo de uma proteina anormal (Lommatzsch and Aris 2009;

Becq, Mall et al. 2011).
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6.2 Classe Il — defeito no processamento e transporte proteico

As mutacOes da classe Il (mutacBes missense ou delecdo de aminoacidos) resultam no
processamento inadequado da proteina CFTR, o que tem como consequéncia falha no
transporte até a membrana celular e auséncia da proteina funcionante. Ou seja, a proteina
CFTR com a mutag&o é sintetizada, mas é incapaz de sofrer uma correcta maturagdo pelo que
ndo € transportada para a membrana celular onde funcionaria como canal de CI™ (Castellani,
Cuppens et al. 2008).

A principal representante desta classe é a mutacdo F508del mas também estdo
incluidas outras mutagdes. A F508del é uma delec¢do de 3 pares de bases no exdo 10 do gene
CFTR que ocasiona a perda da fenilalanina na posicdo 508 da proteina, que se encontra no
dominio NBD1. A isoleucina na posi¢do 507 ndo ¢ alterada pois ATC e ATT codificam o

mesmo aminoacido (Lommatzsch and Aris 2009; Becq, Mall et al. 2011).

Tabela 2 — Mutagdo F508del do gene CFTR

Sequéncia de parte do exado 10 do gene CFTR normal

ADN GAA AAT ATC ATC TTT GGT GTT
Aminoacido Glu Asn lle lle Phe Gly Val
Codéao 504 505 506 507 508 509 510

Sequéncia de parte do exao 10 do gene CFTR com a mutacédo F508del

ADN GAA AAT ATC AT- =T GGT GTT
Aminoacido Glu Asn lle Ile Gly Val
Codéo 504 505 506 507 508 509 510

Modificado de Lommatzsch and Aris, 2009.
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Apols a traducdo que ocorre no ribossoma, a proteina CFTR sofre uma série de
processos de glicosilacdo e modulagcdo no RE e no complexo de Golgi, tornando possivel o
seu movimento para a membrana apical das células. As proteinas CFTR incorrectamente
processadas sdo retidas no RE, sendo posteriormente ubiquitiladas e degradadas pelo
proteossoma 26S existente no citosol. Como consequéncia, estas proteinas mutantes nao
existirdo, ou aparecerdo em pequena quantidade na superficie celular (devido a maquinaria
celular ndo ser 100% eficiente). A quantidade de proteina mutada que atinge a membrana
celular depende dos niveis da proteina CHIP que interactua com a chaperone Hsc70,
conduzindo as proteinas CFTR para a via de ubiquitilacdo no proteossoma (Amaral 2004). As
proteinas CFTR-F508del que conseguem chegar até a membrana plasmatica apresentam um
fluxo idnico reduzido, sugerindo que a mutacdo F508del também acarreta uma reducdo na
actividade intrinseca do canal ionico (Sloane and Rowe 2010).

Outra mutacdo desta classe, a P574H, apresenta um defeito de processamento menos
severo que a F508del, e como resultado a proteina alcanca o plasma e é funcional (Kreindler

2010).

6.3 Classe 11 — defeito na requlacao do canal ClI°

As mutacdes pertencentes a esta classe levam a producdo de uma proteina CFTR que é
processada no citoplasma e transportada para a membrana apical das células, mas que, no
entanto, € resistente a ligacdo do ATP, ou, mais raramente, a fosforilacdo. Até a data, a
maioria das mutagOes descritas nesta classe foram localizadas nas regides NBD. Como o ATP
intracelular regula a abertura do canal CFTR através de interac¢des directas com 0os NBD,
mutacdes nestes dominios impedem a ligacéo e a hidrolise do ATP e assim alteram a funcéo

do canal. A abertura do canal CFTR normal ocorre com uma grande frequéncia e esta
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intercalada com curtos periodos de fecho, enquanto os canais CFTR mutados raramente
abrem. O canal CFTR também ¢ regulado pela fosforilacdo do dominio regulatério mas
mutacdes neste dominio sdo mais raras (Lommatzsch and Aris 2009; Becq, Mall et al. 2011).
Algumas mutacgdes desta classe interrompem fortemente a funcdo da CFTR, como a
mutacdo missense G551D (alteragcdo de uma glicina para um acido aspartico no codao 551), e
estdo associadas aos fenotipos graves da FQ, enquanto outras, como a A455E, causam uma
diminuicdo moderada da funcdo da CFTR e sdo associadas a fenotipos leves (Lommatzsch

and Aris 2009).

6.4 Classe IV — defeito no transporte de CI°

Esta classe estd associada a mutagdes missense nos genes que codificam os dominios
transmembranares, afectando assim os aminoécidos localizados no poro do canal e dando
origem a um canal CFTR com propriedades de conducdo deficientes (Kreindler 2010).

Estas proteinas mutadas sdo processadas e transportadas correctamente, estdo
presentes na membrana apical e respondem a estimulos, no entanto geram uma conducéo
reduzida. Isto deve-se a uma reduzida taxa de fluxo idnico através do canal aberto (em vez de
passarem varios ides Cl" passa apenas um). Para além disso, e principalmente para a mutacdo
R117H, a quantidade de tempo que o canal esta aberto é também reduzida (Becq, Mall et al.
2011).

Esta classe de mutacGes estd, na maioria dos casos, associada a fenotipos clinicos
moderados. Como exemplos temos as mutacdes no dominio MDS1, onde a arginina é
substituida pela histidina no residuo 117 (R117H), o triptofano na posi¢éo 334 (R334W), ou a

prolina no 347 (R347P). A mutacdo D1152H esta localizada na ansa intracitoplasmatica que
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conecta 0 dominio MSD2 ao dominio NBD2 e reduz significativamente o fluxo de CI’

estimulado por cAMP (Lommatzsch and Aris 2009).

6.5 Classe V — sintese proteica reduzida

Este grupo inclui mutacGes missense (por exemplo, a mutacdo A455E onde ha
substituicdo de um é&cido glutdmico por uma alanina) e mutacGes que afectam locais de
splicing (por exemplo a sequéncia repetitiva TG e politimidinas no intrdo 8 que regulam o
splicing do exdo 9 e 849+10kbC-> T). Estas mutacdes afectam a maquinaria de transcricéo,
pelo que ha a producdo uma reduzida quantidade de proteina CFTR. Assim, na membrana
celular existe apenas uma pequena quantidade de canais CFTR, no entanto, os que estdo
presentes tém uma actividade de conducéo de CI" normal. Como nestes casos € transcrita uma
pequena quantidade de proteina CFTR correcta, é de esperar que o fenbtipo seja menos severo

(Becq 2010; Rogan, Stoltz et al. 2011).

6.6 Classe VI — estabilidade proteica reduzida

As mutacBes desta classe interferem com a estabilidade da proteina CFTR na
membrana plasmatica apical, conduzindo a uma reducdo no tempo de permanéncia. Séo
exemplos as mutacdes que resultam na auséncia dos residuos 70-98 da extremidade C-
terminal da proteina. Apesar da extremidade C-terminal ndo ser necessaria para a biogénese e
funcionamento do canal de CI, esta € indispensavel para a manutencdo da estabilidade da
proteina CFTR glicosilada. A mutacdo Q1412X (substituicdo de uma glutamina por um codéo
STOP na posicdo 1412) resulta na auséncia de 70 aminoacidos na proteina CFTR e provoca

insuficiéncia pancreatica e infec¢fes pulmonares recorrentes (Becq 2010; Kreindler 2010).
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7 - Correlagao genotipo-fendtipo

O fenotipo da FQ € altamente heterogéneo, indicando uma complexa contribuicdo de
diferentes factores na determinagdo da gravidade da doenca, como a presenca de diferentes
tipos de mutacdes no gene CFTR com diferentes efeitos na proteina, genes modificadores e
efeitos ambientais. O atraso no diagndstico, a disponibilidade e adesdo aos tratamentos
adequados, a exposicdo a poluentes ambientais e o0 tempo de infeccdo pulmonar sdo
considerados como factores ambientais (Rogan, Stoltz et al. 2011).

As mutacdes sdo classificadas como graves ou moderadas, dependendo do prejuizo na
funcdo da proteina CFTR e das consequéncias clinicas. Geralmente, as mutacdes severas
pertencem as classes I, Il e Il e resultam na auséncia de sintese ou bloqueio do
processamento da proteina CFTR, pelo que as células epiteliais sdo impermeaveis ao ido CI.
As mutacdes graves estdo associadas principalmente a insuficiéncia pancreatica (> 95% dos
casos), a um diagnostico nos primeiros anos de vida (geralmente <1 ano de idade), altos
niveis de CI" no suor (> 80 mEg/l), ileo meconial (~20% dos casos), doenca hepatobiliar (3 a
5% dos pacientes), malnutricdo e infertilidade masculina. Por outro lado, as mutacdes
moderadas pertencem as classes 1V, V e VI e provocam uma reducdo da sintese ou alteracéo
na conducao ionica da proteina CFTR, pelo que estdo associadas a um feno6tipo mais brando,
uma vez que ainda existe algum transporte i6nico no canal. Sdo geralmente associadas a
suficiéncia pancreatica (70 a 80% dos casos), diagndstico tardio (geralmente >10 anos),
baixos niveis de CI" no suor, auséncia de ileo meconial e doenca pulmonar mais ligeira. As
mutacOes das classes IV, V e VI sdo fenotipicamente dominantes quando ocorrem em
associacdo com as mutagOes das classes I, 11 e 111 (Becq 2010; Rogan, Stoltz et al. 2011).

O grau de correlagdo entre o genoétipo e o fendtipo da FQ varia muito, mas é bem
definido para as manifestacdes pancreaticas e mal definido para as manifestagdes pulmonares,

provavelmente pelo facto do pulméo ser um érgdo que, por estar mais em contacto com o
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meio ambiente (ao contrario do pancreas exocrino que praticamente nao sofre influéncia do
meio externo), sofra mais influéncia deste do que do componente genético (Kreindler 2010).

Pacientes apresentando a mutacdo A455E, por exemplo, parecem ter uma menor taxa
de declinio da funcdo pulmonar, e algumas mutacdes que afectam o splicing foram
correlacionadas com um baixo risco de infeccdo por P. aeruginosa. Apesar dessas
observacdes, existe um consenso de que 0 genotipo é pouco correlacionado com a gravidade
da doenca pulmonar (Rogan, Stoltz et al. 2011).

Contrariamente, o estado pancreatico das pessoas com FQ é altamente relacionado
com o gendtipo presente. Os pacientes com suficiéncia pancreatica tém pelo menos uma
mutacdo intermediaria, enquanto os pacientes com insuficiéncia pancreatica sdo homozigotos
ou heterozigotos compostos por mutacGes de efeito grave. O gendtipo também influencia o
transporte i6nico através do epitélio intestinal, sendo que a manifestacdo de ileo meconial
parece ocorrer somente em pacientes com insuficiéncia pancreatica, ou seja, com mutacgdes
graves. De modo semelhante, pessoas com FQ e com atingimento hepatico tendem a
apresentar mutacdes de efeito grave. Quase todos os homens com FQ séo inférteis, pelo que
se acredita que os canais deferentes sdo as estruturas do corpo humano mais sensiveis ao
gendtipo da FQ (Lommatzsch and Aris 2009; Rogan, Stoltz et al. 2011).

Existem doentes com fenétipos parciais de FQ, tais como auséncia congénita bilateral
dos canais deferentes (CBAVD) e azoospermia obstrutiva, bronquiectasias, aspergilose
broncopulmonar alérgica, hipertripsinémia e pancreatite crénica. Estas doencas foram
designadas como doengas relacionadas com CFTR (CFTR related diseases) e muitas vezes
sdo associadas a mutacdes mais suaves. Estes doentes expressam sintomas clinicos devido a
diminuicdo da funcdo da CFTR num determinado Orgdo (canais deferentes, pulmdes e
pancreas), nao apresentando no entanto, manifestacdes clinicas nos outros 6rgaos, e o teste do

suor é normal. Por exemplo, até 66% dos pacientes com CBAVD podem ter mutacGes do
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gene CFTR e acredita-se que um unico alelo mutado pode determinar uma alteracao no canal
de CI' no epididimo e uma possivel regressao precoce do ducto mesonéfrico

(Vankeerberghen, Cuppens et al. 2002).

8 - Terapéutica actual da Fibrose Quistica

O tratamento da FQ tem evoluido de forma colossal ao longo dos Gltimos anos, e
prevé-se que dentro de pouco tempo esteja disponivel um tratamento especifico para o defeito
no canal i6nico (Kreindler 2010). Estes constantes avangos na abordagem ao doente com FQ
fizeram com que a sobrevida média tenha vindo a aumentar de ano a ano, passando de 1 ou 2
anos ha um seculo para perto de 40 anos nos dias de hoje (Becq 2010).

Actualmente, a terapéutica em vigor consiste no tratamento sintomatico e na correc¢do
das disfuncdes organicas. O tratamento deve ser iniciado 0 mais precocemente possivel, deve
ser individualizado e continuo, de forma a retardar a progressdo das lesdes pulmonares,
manter um bom estado nutricional, melhorar a qualidade de vida e aumentar a sobrevivéncia
(Yankaskas, Marshall et al. 2004).

Devido ao seu caracter multissistémico e cronico, o tratamento deve ser realizado em
centros de referéncia e com equipas multidisciplinares (Dalcin Pde and Abreu 2008). Estas
equipas devem incluir medicos, enfermeiros, fisioterapeutas com conhecimentos na area da
terapia respiratoria, nutricionistas e assistentes sociais. O doente deve fazer uma avaliagdo
abrangente com cada membro da equipa no minimo uma vez por ano. Estas avaliagcdes devem
incluir uma anélise da adeséo a terapia, a identificagcdo de questdes psicossociais relevantes,

bem como eventuais problemas de saude (Yankaskas, Marshall et al. 2004).
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A FQ ¢é uma doenca que afecta diversos 6rgdos sendo, no entanto, o envolvimento
pulmonar a principal causa de morbilidade e mortalidade. Embora o curso natural da doenca
pulmonar seja a deterioracdo progressiva, uma abordagem terapéutica adequada pode retardar
esta progressdao. O regime terapéutico padrdo inclui antibioterapia, cinesiterapia respiratoria,
agentes modificadores do muco, broncodilatadores, agentes anti-inflamatorios,

oxigenioterapia e ventilacao e suporte nutricional (Dalcin Pde and Abreu 2008).

8.1 Antibioterapia

Os doentes com FQ devem realizar exames bacterioldgicos da expectoracéo, incluindo
antibiograma, no minimo anualmente e de preferéncia a cada trés meses (Damas, Amorim et
al. 2008).

As exacerbacfes pulmonares decorrentes da colonizagdo bacteriana sdo comuns em
doentes com FQ. Os antibidticos especificos sdo seleccionados com base em culturas da
expectoracdo. A Pseudomonas aeruginosa é de longe o organismo patogénico mais comum,
afectando 80% dos adultos com FQ (Bals, Hubert et al. 2011). A terapéutica com
fluoroguinolonas é muitas vezes usada para as exacerbacOes ligeiras a moderadas. Para o
tratamento das exacerbacGes pulmonares moderadas a graves sao usados dois antibidticos
antipseudomonas em combinagdo, como por exemplo um B-lactamico com actividade anti-
pseudomonas e um aminoglicosideo (geralmente a tobramicina) ou a associagdo de qualquer
um destes dois com a ciprofloxacina (Yankaskas, Marshall et al. 2004).

Nas situacOes de gravidade ligeira a moderada opta-se pela via oral, associando
antibioticos inalados, como a colistina ou a tobramicina ndo fendlica na solucgéo para inalagéo
(TOBI®). Nas situacdes moderadas a grave deve utilizar-se a via endovenosa, podendo ou n&o

associar-se terapia inalatoria (Damas, Amorim et al. 2008).
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A terapia antibiotica supressiva cronica, também denominada tratamento de
manutencdo, destina-se a reduzir de forma sustentada a carga bacteriana, e é frequentemente
empregue quando no tratamento das exacerbacGes pulmonares ndo se consegue erradicar o
microrganismo causador da infec¢do. O tratamento usado mais frequentemente consiste na
inalacdo de antibioticos, como a colistina ou a tobramicina (Yankaskas, Marshall et al. 2004).

Formulado especificamente para a ser administrado usando o nebulizador PARI LC
PLUS reutilizavel, a solucéo de tobramicina para inalacdo (TOBI®) fornece uma dose elevada
de tobramicina (um aminoglicosideo bactericida bastante eficaz contra Pseudomonas
aeruginosa) aos pulmdes dos pacientes com FQ (Cheer, Waugh et al. 2003).

Estudos de fase 111 demonstraram que o uso da TOBI® conduz a uma melhoria na
funcdo pulmonar, uma diminuicdo da densidade da P. aeruginosa na expectoracdo e uma
reducdo no numero de dias de hospitalizacdo. As melhorias foram mantidas até 96 semanas
nos pacientes que continuaram em estudo. A administracdo da antibioterapia em aerossol
permite obter uma elevada concentracdo de antibidtico nas vias aéreas e uma baixa
concentracdo sérica, com reducdo dos efeitos colaterais sistémico(Cheer, Waugh et al. 2003;
Yankaskas, Marshall et al. 2004; Damas, Amorim et al. 2008).

Outro estudo demonstrou que quando a TOBI® é administrada no inicio da
colonizacdo por P. aeruginosa, esta bactéria é frequentemente erradicada. A TOBI® mostrou
ainda maior eficacia do que colistina no que diz respeito ao FEV; em doentes com FQ e
infecgdo cronica por P. aeruginosa (Yankaskas, Marshall et al., 2004; Kreindler, 2010;
www.cff.org).

Uma preocupacdo significativa no uso de antibioterapia cronica é o surgimento de
resisténcia antimicrobiana. No entanto, ensaios clinicos ndo demostraram um aumento na
prevaléncia de organismos resistentes no grupo tratado com TOBI® (Yankaskas, Marshall et

al. 2004). Mesmo assim, de modo a diminuir o risco de desenvolvimento de resisténcias,

36



devem usar-se associacOes de antibidticos com diferentes mecanismos de accéo e diversificar
0s esquemas terapéuticos (Damas, Amorim et al. 2008).

O aztreonam apresenta actividade contra agentes patogénicos aerébicos gram-
negativos, incluindo P. aeruginosa. Este farmaco liga-se as proteinas de ligacdo a penicilina
seguida por filamentacéo e lise celular (Plosker 2011).

Em 2007 foram publicados os resultados de um estudo de fase Il em pacientes com
FQ infectados por P. aeruginosa que receberam um tratamento de 28 dias de aztreonam (ha
forma de lisina) inalado, os quais apresentaram melhoria significativa na funcdo pulmonar e
diminuicdo da densidade das bactérias na expectoracdo. Estes doentes também conseguiram
passar longos periodos de tempo sem necessidade de usar qualquer outro tipo de antibi6ticos,
ndo se tendo evidenciado neste estudo efeitos colaterais de relevo. Noutro estudo foi
demonstrado ndo haver uma reducdo da susceptibilidade da bactéria ao farmaco mesmo apos
18 meses de tratamento (Plosker 2011).

Com o nome comercial de Cayston®, o aztreonam (na forma de lisina) para inalagdo
foi lancado no mercado em Mar¢o de 2010 dirigido para as pessoas cronicamente infectadas
com P. aeruginosa, as quais frequentemente desenvolvem resisténcias aos antibioticos
existentes (Plosker 2011). O Cayston® é administrado com o sistema nebulizador Altera®, o
qual permite que os doentes tomem o medicamento em menos de cinco minutos e proporciona
uma dose 4 a 5 vezes mais eficaz do que o nebulizador a jacto existente (www.cff.org).

E importante ter em conta que 0s microrganismos responsaveis pelas exacerbagoes
pulmonares podem ser diferentes conforme a idade do doente, sendo que nos mais jovens se
isolam mais frequentemente S. aureus ou H. influenza, o que condiciona a escolha da

antibioterapia. A flucloxacilina é considerada o farmaco mais indicado numa abordagem
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inicial da infeccdo por S. aureus, estando também indicadas outras cefalosporinas ou

penicilinas semi-sintéticas (Damas, Amorim et al. 2008).

8.2 Cinesiterapia respiratoria

Existe uma grande variedade de técnicas de clearence das vias aéreas, as quais tém por
objectivo reduzir as infeccdes e melhorar a funcdo pulmonar (Jarad, Powell et al., 2010;
www.cff.org).

A técnica mais convencional consiste na drenagem postural com fisioterapia
respiratdria, na qual se efectua a percussao toracica em diferentes posi¢oes de forma a facilitar
a remocdo das secrec¢Bes por accao da gravidade. Apesar dos evidentes beneficios, esta técnica
pode estar associada a hipoxia e a refluxo gastroesofagico. Além disso, é fisicamente exigente
e demorada, tanto para o paciente como para o terapeuta, resultando numa baixa adesdo
(Yankaskas, Marshall et al. 2004; Kreindler 2010).

A medida que os doentes crescem e se tornam mais independentes, procuram métodos
que possam ser realizadas sem assisténcia. Varias modalidades alternativas tém sido
desenvolvidas, incluindo a terapia com pressdo expiratdria positiva (PEP), onde a entrada de
ar nos pulm@es mantém as vias aéreas abertas, seguindo-se uma expiracao contra resisténcia,
e a terapia com pressdo expiratoria positiva oscilante (PEP oscilante) na qual a pessoa respira
através de um dispositivo que provoca vibragdes nas vias aéreas, soltando assim o muco.
Existem varios tipos de dispositivos de PEP oscilante, tais como o FlutterTM, AcapellaTM,
CornetTM e a ventilagdo percussiva intrapulmonar (VPI). Existe também o sistema de
oscilacdo da parede toracica de alta frequéncia, também chamado de colete Vest, que produz
vibracGes transmitidas ao torax. A técnica de respiracdo activa (ACBT) envolve um conjunto

de exercicios de relaxamento, de expansdo toracica e expiracdo forcada e a drenagem
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autogénica usa diferentes tipos de fluxos de ar para remover o muco (Yankaskas, Marshall et
al., 2004; www.cff.org).

Associado ao recurso a cinesiterapia, o uso de broncodilatadores, solugdes salinas
hipertonicas e agentes modificadores do muco parecem optimizar os resultados obtidos.
Também os antibioticos inalados séo Uteis, e devem ser administrados depois da cinesiterapia,
quando as vias aéreas estdo abertas (Jarad, Powell et al., 2010; www.cff.org)

Caso o doente tolere, deve ser encorajado a praticar exercicio fisico, como por

exemplo marcha, natacdo ou ciclismo (Damas, Amorim et al. 2008).

8.3 Agentes modificadores do muco

Na FQ ha um aumento da viscosidade das secrecbes devido a reducdo do teor em
agua, mas também devido a libertacdo do ADN dos neutréfilos que sofreram lise. Com base
nesta informagéo recorre-se ao uso de dornase alfa, uma DNase recombinante humana (rh
DNase) de nome comercial Pulmozyme® que degrada o ADN presente nas secrecdes,
reduzindo assim a viscosidade das mesmas (Kreindler 2010). A utilizacdo de rh DNase esta
associada a uma diminuicdo do nimero de exacerbacdes e hospitalizaces e a melhoria da
funcdo pulmonar (Yankaskas, Marshall et al., 2004; www.cff.org).

A ideia da terapéutica inalatéria com soro hiperténico surgiu quando surfistas
australianos que sofriam de FQ referiram que sentiam melhorias nas suas vias aéreas apos a
exposicdo a brisa do mar. Isto porque as solu¢Bes hipertdnicas actuam como um agente
osmotico que impede a deple¢do do LSA (Kreindler 2010).

Estudos em doentes com FQ e com mais de 6 anos de idade demonstraram que
nebulizagcbes com soro hipertonico, precedidas por broncodilatadores, sdo uma terapéutica

segura e eficaz nestes doentes, aumentando a clearence mucociliar e promovendo uma
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melhoria da funcdo pulmonar. Um estudo clinico adicional para determinar a seguranca e
eficacia em lactentes e criangcas com menos de 4 anos de idade serd concluido no final de

2011 (Damas, Amorim et al., 2008; www.cff.org).

8.4 Broncodilatadores

A hiperreactividade brénquica é bastante frequente em pacientes com FQ, ocorrendo
em aproximadamente metade desta populacdo. Assim, os broncodilatadores inalados tém sido
utilizados como parte integrante do tratamento base da FQ, sendo os agonistas beta os mais
frequentemente usados. Muitas vezes sdo empregues antes da cinesiterapia respiratdria para
facilitar a limpeza das vias aéreas, apresentando a maioria dos pacientes melhoria da fungéo
pulmonar (Yankaskas, Marshall et al. 2004).

Varias accOes lIhes tém sido atribuidas, incluindo o relaxamento da musculatura lisa
brénquica, o aumento da clearence mucociliar, efeitos directos sobre as células inflamatorias,
alteracdes na aderéncia bacteriana e, possivelmente, efeitos na funcdo do CFTR (Damas,

Amorim et al. 2008).

8.5 Agentes anti-inflamatorios

A busca de uma estratégia anti-inflamatdria que impeca a progressdo do processo
fisiopatoldgico na FQ tem sido alvo de numerosos estudos. Apesar desses esforgos, ainda ndo
foi identificada uma droga que seja eficaz e totalmente segura.

Apesar dos corticosteroides orais parecerem retardar a progressdo da doenca
pulmonar, os beneficios sdo contrabalancados pelos efeitos adversos. Por esta razdo nédo esta

indicada a corticoterapia oral a longo prazo (Kreindler 2010).
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Os corticosteroides inalados também tém sido estudados na FQ, com o objectivo de
reduzir o processo inflamatdrio e diminuir a lesdo pulmonar. No entanto, as evidéncias actuais
sdo insuficientes e mais estudos com dados a longo prazo serdo necessarios antes desta terapia
poder ser recomendada (Dalcin Pde and Abreu 2008).

Doses elevadas de ibuprofeno foram estudadas em pacientes com FQ, evidenciando
reducdo na taxa de declinio da funcdo pulmonar, reducdo no numero de hospitalizacdes e
melhoria no estado nutricional. Estas melhorias foram mais pronunciadas em doentes com
menos de 13 anos (www.cff.org). No entanto, em tais doses, o ibuprofeno também duplicou a
incidéncia de insuficiéncia renal e hemorragia gastrointestinal. Ha4 também a necessidade de
monitorizar 0s niveis séricos do farmaco. Deste modo, 0s riscos potenciais devem ser
cuidadosamente ponderados antes de se decidir optar por este tratamento, embora existam
autores que defendem que os beneficios sdo superiores aos riscos (Kreindler 2010).

O montelucaste reduz a inflamacdo eosinofilica mas dada a escassez de dados em
pacientes com FQ, ndo pode ser recomendado neste momento (Yankaskas, Marshall et al.

2004).

8.6 Oxigenoterapia e ventilacao

A necessidade de recorrer a suporte ventilatorio (quer por técnicas invasivas ou nao
invasivas) é uma opg¢do a considerar em doentes com FQ e com insuficiéncia respiratoria. O
recurso a oxigenoterapia de longa duracdo deve ser ponderada quando a pO, é inferior a
55mmHg ou a saturacéo periférica de O, é inferior a88%. O objectivo essencial visa reduzir a
hipdxia e, com isso, diminuir o risco de hipertensdo pulmonar e cor pulmonale, os quais
agravam o progndstico e modificam a abordagem no que respeita ao transplante pulmonar.

Nos doentes com dessaturacdo nocturna (valores de Sat O, inferiores a 88% por um periodo
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superior a 10% do total de tempo avaliado) ou dessaturacdo durante o exercicio (valores de
Sat O, inferiores a 88%), a oxigenoterapia também deve ser considerada (Yankaskas,
Marshall et al., 2004).

Um artigo de revisdo publicado em 2009 teve como objectivo avaliar o impacto da
oxigenoterapia na sobrevida e na qualidade de vida dos doentes com FQ. Concluiram que nédo
existiam estudos sobre a utilizacdo cronica da oxigenoterapia em doentes com FQ e doenca
pulmonar avancada. Os estudos sobre a oxigenoterapia a curto prazo relatavam uma melhor
oxigenacdo durante o sono e exercicio, e uma menor abstinéncia na escola ou no trabalho. No
entanto, de referir a necessidade de ensaios clinicos para avaliar os beneficios da
oxigenoterapia a longo prazo administrada continuamente ou durante o exercicio e/ou sono

(Elphick and Mallory, 2009).

8.7 Suporte nutricional

Um objectivo crucial da terapéutica da FQ é a manutencdo de um estado nutricional
adequado, pelo que uma dieta rica em gorduras, hipercaldrica e com suplementos vitaminicos
e enzimas pancredticas é habitualmente estabelecida (Kreindler 2010). A recomendacao inclui
uma dieta com 35 a 40% das calorias provenientes de gordura, sendo que podem necessitar de
120 a 150% das necessidades caléricas diarias estimadas. O objectivo é manter um indice de
massa corporal entre 20-25 kg/m? (Yankaskas, Marshall et al. 2004).

A prevaléncia de diabetes mellitus e intolerancia a glicose aumenta com a idade. O
acompanhamento regular através de testes de tolerancia oral a glicose permitem a intervencao
precoce com insulina (Kreindler 2010).

O tratamento da insuficiéncia pancreatica exocrina consiste na administracdo oral de

enzimas pancreaticas aquando das refeicGes. Recomenda-se para criangas com mais de 4 anos
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e adultos 500 U de lipase/kg antes das principais refei¢fes, até ao maximo de 2500 U/kg
(Damas, Amorim et al. 2008).

Suplementos de enzimas digestivas tém sido preparados a partir de pancreas de suinos.
A FDA (Food and Drug Administration) tem exigido testes clinicos a fim de aprovar esses
suplementos. Zenpep®, Creon® e Pancreaze® obtiveram aprovacdo da FDA e estdo agora
disponiveis para pessoas com FQ (www.cff.org).

Pacientes com insuficiéncia pancreatica estdo predispostos a méa absorcdo das
vitaminas lipossoltveis A, D, E e K. A suplementacao dessas vitaminas € uma recomendacéo
de rotina (Yankaskas, Marshall et al. 2004; Damas, Amorim et al. 2008).

Um suplemento nutricional especifico para pessoas com FQ que j& se encontra
disponivel no mercado, de nome AquADEKSs®, facilita a absorcdo de vitaminas e nutrientes
lipossoluveis através de uma tecnologia de absorcdo em microesferas. Este sistema permite
que as vitaminas e os nutrientes lipofilicos sejam colocados dentro esferas hidrofilicas,
facilitando assim o seu transporte e absorcdo (www.yasooproducts.com). Um ensaio clinico
publicado em 2008 relatou um aumento significativo nos niveis plasmaticos de vitaminas
lipossoluveis e uma reducdo da inflamacéo nas vias aéreas de pacientes com FQ que tomaram
AqUADEKSs®. Noutro estudo, concluiu-se que AquADEKSs® contribuiu para o aumento dos
niveis sisttmicos de antioxidantes e para uma melhoria nos parametros de crescimento

(www.cff.org; www.yasooproducts.com).
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9 - Terapéuticas em estudo

9.1 Antibioterapia

Actualmente, os Unicos antibidticos em aerossol aprovados para o tratamento de
infeccdes pulmonares crénicas por P. aeruginosa em pacientes com FQ sao as solucdes para
inalacdo. No entanto, estes farmacos apresentam prolongados tempos de administracdo e
limpeza, elevado nimero de administracdes didrias e mecanismos nebulizadores complicados.
Como tal, novas formulacdes de antibioticos tém vindo a ser testadas. Um exemplo é a
tobramicina em pd para inalacdo (TIP — Tobramycin Inhalation Powder) concebida com o
objectivo de melhorar a eficécia e reduzir o tempo de distribui¢do do farmaco nas vias aéreas,
e, por outro, lado aumentar a comodidade para doentes com FQ infectados com P.
aeruginosa. O revestimento lipidico das particulas de tobramicina em pd resultou numa
tendéncia reduzida para aglomeracdo e em valores elevados de fraccdo fina de particulas,
melhorando assim a deposi¢do de farmaco. O baixo teor de excipientes desta formulacédo tem
a vantagem de fornecer maiores concentracdes de antibidtico directamente para o local da
infeccdo, enquanto minimiza a exposicdo sistémica (112 mg de TIP produz o mesmo efeito
que 300 mg de TOBI® em menos de um terco do tempo) (Bals, Hubert et al. 2011; Geller,
Weers et al. 2011).

Um estudo publicado em 2011 foi concebido para avaliar a eficécia, a seguranca e a
conveniéncia da TIP versus TOBI® em doentes com idade igual ou superior a 6 anos
infectados com P. aeruginosa. Concluiu-se que a TIP tem um perfil de seguranca e eficacia
comparavel com a TOBI®, oferecendo no entanto uma opcdo de tratamento muito mais
conveniente para os doentes, podendo melhorar a adesdo ao tratamento e resultados

terapéuticos (Konstan, Flume et al. 2011).
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A levofloxacina é um potente antibidtico contra a P. aeruginosa e como tal foi
proposto que uma formulacdo inalada do antibidtico poderia ser util contra infecgdes
pulmonares causadas por varios tipos de bactérias. Um estudo publicado em 2011 pretendeu
avaliar a eficicia e a seguranca de uma formulacdo em aerossol de levofloxacina num
conjunto de doentes com FQ fortemente infectados com P. aeruginosa.Concluiram que a
levofloxacina inalada propiciou uma reducdo de P. aeruginosa na expectoracdo dos doentes
infectados, uma melhoria na funcdo pulmonar com aumento do FEVj;uma reducédo
significativa (61-79%) na necessidade de outros antibidticos e que foi bem tolerada pelos
doentes (Geller, Flume et al. 2011).

Um estudo publicado em 2010 avaliou as actividades in vitro da levofloxacina, da
ciprofloxacina, da tobramicina, da amicacina e do aztreonam contra P. aeruginosa e outras
bactérias frequentemente isoladas nos doentes com FQ. A levofloxacina foi o antibidtico mais
potente contra todas as bactérias testadas e o que actuou mais rapidamente contra a P.
aeruginosa. A levofloxacina foi mais potente que os aminoglicosideos e que o aztreonam
contra biofilmes de P. aeruginosa, uma vez que a levofloxacina mantém actividade contra
esta bactéria em areas de baixa tensdo de oxigénio, como as encontradas nas espessas
camadas de muco presentes nos pulmdes dos doentes com FQ. Os resultados do estudo
permitem concluir que concentracdes elevadas de levofloxacina que chegam rapidamente ao
pulmdo apdés a utilizacdo do aerossol podem ser Gteis para o tratamento de infecgdes
pulmonares em doentes com FQ (King, Lomovskaya et al. 2010).

O muco anormal presente nas vias aéreas dos doentes com FQ representa uma barreira
contra a eficaz entrega de farmacos por via inalatoria. Surgiu entdo a hipotese de que o soro
hipertonico, 0 manitol ou uma DNase podessem servir como transportadores de antibidticos
inalaveis, melhorando a sua penetragcdo no muco e aumentando assim o seu efeito terapéutico

(Yang, Tsifansky et al. 2011).
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Um estudo publicado em 2010 teve como objectivo avaliar o efeito terapéutico de
microparticulas contendo manitol (um agulcar com caracteristicas osmaticas) e ciprofloxacina
(uma fluoroquinolona antibacteriana) em p6 seco para inalacdo (produzido por secagem de
um pulverizado de solucdo aquosa com ciprofloxacina e manitol). Concluiu-se que a
combinacdo de manitol e ciprofloxacina em po seco para inalacao foi significativamente mais
eficaz na eliminacdo de P. aeruginosa do que a ciprofloxacina sozinha ou com outras
combinacgbes. A eficacia antibacteriana da combinacdo é atribuivel ao aumento do conteddo
de 4gua no muco, o que facilita a penetra¢do do antibidtico e o tratamento de infeccdo local
(Adi, Young et al. 2010).

Um outro estudo de 2010 concluiu que a combinacdo de antibidticos e de DNase,
usando um sistema de particulas inalaveis, pode ser uma estratégia promissora para a terapia
local antipseudomonas nos doentes com FQ (Yang, Tsifansky et al. 2010).

A amicacina lipossomica para inalagao (Arikace ™) consiste na introducdo do
antibidtico dentro de bolhas microscépicas chamadas lipossomas. Pensa-se que deste modo o
antibidtico penetra mais facilmente no muco e permanece mais tempo, aumentando assim a
eficadcia no combate & P. aeruginosa. A Arikace™ ¢ administrada através do nebulizador
electrénico Pari eFlow®.

Em 2008 um grupo de investigadores avaliou a amicacina lipossdmica para inalagédo
no que diz respeito a sua penetracdo nas secre¢cdes, ao mecanismo de libertacdo e a actividade
antimicrobiana. Observaram que o antibidtico na forma lipossémica foi libertado de uma
forma lenta e sustentada nos pulmdes e que teve uma eficacia superior comparando com o
antibiotico livre (Meers, Neville et al. 2008). Estudos recentes de fase 11 em pessoas com FQ
colonizadas por P. aeruginosa mostraram melhoria da funcdo pulmonar, reducdo da
densidade de bactérias e aumento do tempo até nova exacerbacdo pulmonar (Bals, Hubert et

al., 2011; www.cff.org).
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Preparacdes lipossomicas usando outros antibioticos tais como a tobramicina e a
polimixina B podem ser estratégias terapéuticas promissoras contra as infeccdes pulmonares
(Bals, Hubert et al. 2011).

Um ensaio clinico de fase Il testando a combinagdo dos antibioticos fosfomicina e
tobramicina para inalacéo foi finalizado no inicio de 2010 concluindo que a combinacédo era

segura e bem tolerada (www.cff.org).

9.2 Cinesiterapia respiratoria

Em Dezembro de 2005 Rogers e colaboradores apresentaram a terapia hidro-acustica
(HAT), um novo método no qual ondas sonoras transmitidas pela dgua atingem a parede
toracica enquanto o doente esta imerso num banho de &gua morna. Testes preliminares
mostraram que a HAT era bem tolerada e mais eficaz em termos de remog¢do de muco que o
colete Vest.

Um outro estudo levado a cabo em 2010 teve como objectivo investigar a eficacia,
seguranca e aceitacdo do HAT em pacientes com FQ. Este estudo era composto por duas
sessOes de HAT, duas de flutter e duas sessbes numa banheira com sons sem vibragdo
(placebo). A quantidade de secrecGes libertadas foi semelhante nas trés partes do estudo. No
entanto, 70% dos pacientes afirmaram que escolheriam a HAT como o seu método ideal de
fisioterapia, pois sentiram melhorias na respiragdo, na facilidade de libertacdo da
expectoragéo e no relaxamento. Concluiu-se que a HAT era téo eficaz e segura como o flutter

mas com melhor aceitacéo pelos doentes (Jarad, Powell et al. 2010).
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9.3 Agentes modificadores do muco

Um agente osmotico alternativo ao soro hipertonico € o p6 seco de manitol inalado,
com nome comercial Bronchitol®. Tem havido um interesse crescente na utilizacdo deste
agente terapéutico em pacientes com FQ, uma vez que estudos anteriores mostraram um
aumento da clearence mucociliar devido a hidratacdo da via aérea (Kreindler, 2010).

Um estudo publicado em 2008 teve como objectivo determinar o efeito do pd seco de
manitol inalado em criangas com FQ, uma vez que até a data ndo existiam estudos
exclusivamente em criangas. Concluiram que 24% das criangas com FQ que utilizaram o pé
seco de manitol inalado tiveram efeitos benéficos na fungdo pulmonar, em comparacdo com
0s 12% obtidos num estudo anterior que incluiu adultos e criancas (Minasian, Wallis et al.
2008).

Um estudo de fase Il foi publicado em 2011, tendo por objectivo determinar
mudancas no FEV; e nas exacerbacfes pulmonares em consequéncia da toma de p6 seco de
manitol inalado. Ap6s 26 semanas, houve uma melhoria significativa no FEV dos individuos
que receberam o pé seco de manitol inalado comparando com o grupo controlo, bem como
uma reducdo de 35,4% na incidéncia de exacerbagdes. A incidéncia de eventos adversos foi
semelhante em ambos o0s grupos, pelo que se concluiu que o p6 seco de manitol inalado tem
um perfil de seguranca aceitavel para pacientes com FQ (Bilton, Robinson et al. 2011).

Ja foi aprovado na Australia e a aprovacdo final esta pendente da Comissdo Europeia

para que possa entdo estar disponivel (www.cff.org).

48



9.4 Aqgentes anti-inflamatorios

Os macrdlidos, nomeadamente a azitromicina, tém sido estudados como agentes anti-
inflamatorios no tratamento da FQ, particularmente nas pessoas infectadas cronicamente com
P. aeruginosa. Um ensaio clinico publicado em 2003 mostrou melhorias da fungdo pulmonar
em doentes com mais de 6 anos infectados cronicamente com P. aeruginosa (Damas, Amorim
et al. 2008; Kreindler 2010). Uma meta-analise de 2009 concluiu que a azitromicina melhora
a funcdo pulmonar de pacientes com FQ, sendo essa melhoria superior no subgrupo
colonizados com Pseudomonas (Florescu, Murphy et al. 2009). Outro estudo do mesmo ano
concluiu que a azitromicina diminui a concentracdo de bactérias e reduz a inflamacao
pulmonar, melhorando os mecanismos de defesa imunolégica em ratos com FQ (Tsai,
Hershenson et al. 2009).

Contrariamente, um estudo publicado em 2010 com jovens dos 6 aos 18 anos com FQ
ndo infectados com P. aeruginosa ndo obteve diferencas estatisticamente significativas entre
0 placebo e a azitromicina no que diz respeito a0 aumento do FEV;, aumento do peso
corporal, reducdo do numero de hospitalizacbes e melhoria da qualidade de vida (Saiman,
Anstead et al. 2010).

Em 2011 foi publicado um estudo que teve como objectivo investigar os efeitos da
azitromicina nas vias inflamatdrias envolvidas na FQ, no qual foram usadas células epiteliais
brénquicas. Em todas as condicGes testadas, a azitromicina ndo teve um efeito anti-
inflamatdrio (Saint-Criq, Ruffin et al. 2012).

Paradoxalmente, um artigo de investigacdo publicado em Setembro de 2011 sugeriu
gue o uso prolongado da azitromicina em doentes com FQ estaria associado a um aumento
das infec¢bes por micobactérias ndo tuberculosas resistentes. Descobriram que a azitromicina
bloqueia a clearence dos fagossomas nos macrofagos, impedindo a acidificagdo dos
lisossomas, prejudicando assim a degradacdo de micobactérias nos macréfagos e resultando
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em infecgcdo cronica com micobactérias ndo tuberculosas em ratos (Renna, Schaffner et al.
2011).

Devido as suas supostas propriedades anti-inflamatorias, a azitromicina tem sido
amplamente prescrita a muitos pacientes com FQ (aproximadamente 15 mil doentes nos
Estados Unidos); no entanto, € preciso ter em conta as conclusdes destes recentes estudos e
aguardar por uma melhor clarificagio do papel deste farmaco no ambito da FQ
(www.cff.org).

Tém sido feitos varios estudos sobre a relacdo entre a diminuicdo dos agentes anti-
oxidantes e os desequilibrios inflamatdrios da FQ, bem como sobre a capacidade de alguns
farmacos em reverter esses desequilibrios.

Num estudo publicado em 2006, concluiu-se que os neutrofilos no sangue de 18
pacientes com FQ (todos em condicdo clinica estavel) eram deficitarios no antioxidante
glutationa em comparacdo com pessoas saudaveis. Uma vez que a deplecdo da glutationa
parece afectar a funcdo dos neutrofilos, contribuindo assim para a sua deslocacdo em grande
nimero para as vias aéreas dos doentes com FQ e consequente dano tecidual, procurou-se
aumentar os niveis de glutationa nos neutrofilos circulantes usando a N-acetilcisteina. Neste
estudo, concluiu-se que a administracdo de N-acetilcisteina por via oral em doses elevadas
conduzia a um aumento da glutationa nos neutréfilos e a uma consequente diminuicdo da
quantidade de neutréfilos nas vias aéreas dos doentes com FQ. Nos individuos que
apresentavam inflamacdo das vias aéreas, os efeitos positivos do tratamento foram mais
pronunciados e incluiram a diminuicdo dos niveis de 1L-8 da expectoracdo. Este tratamento
mostrou-se seguro e bem tolerado. Assim, conclui-se que a N-acetilcisteina em alta dose por
via oral tem potencial anti-oxidante, permitindo deste modo contrariar a inflamacéo pulmonar

na FQ (Tirouvanziam, Conrad et al. 2006).
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A inflamacdo desregulada na FQ € atribuida a uma anormal producédo de mediadores
inflamatdrios derivados de lipidos poliinsaturados. Recentemente, um novo geénero de anti-
inflamatdrios lipidicos foi identificado, tratando-se de compostos derivados dos &cidos gordos
poliinsaturados acido araquidonico, acido docosahexandico (DHA) e acido eicosapentandico.
Estes mediadores tém mostrado potentes efeitos anti-inflamatorios in vitro e in vivo em
modelos de inflamacéo pulmonar (Eickmeier, Hilberath et al. 2011).

O é&cido gordo émega-3 DHA esté a ser testado num estudo de fase Il através de uma
formula infantil enriquecida com DHA em 120 bebés recém-diagnosticados com FQ
(www.cff.org).

O KBO001 é um fragmento Fab de um anticorpo monoclonal que tem como alvo um
factor de viruléncia da P. aeruginosa. Como tem a capacidade de reduzir a inflamacdo do
pulméo associada a este factor de viruléncia, podera estar indicado para pessoas cronicamente
infectados com P. aeruginosa (www.cff.org).

O SB-656933 é um antagonista selectivo do receptor CXCR2 que bloqueia a ligacao
de quimiocinas, é seguro e bem tolerado em doses Unicas e demonstra ter efeito sobre a
activacdo e recrutamento de neutréfilos. A accdo anti-inflamatoria desta substancia esta a ser
testada com vista a uma futura terapia de manutencdo na FQ (Lazaar, Sweeney et al. 2011).
De igual forma, o sildenafil, um inibidor da fosfodiesterase, esta a ser testado para a

possibilidade de reduzir a inflamacéo das vias aéreas em doentes com FQ (www.cff.org).
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9.5 Nutricao

A maioria dos doentes com FQ apresenta insuficiéncia pancreética exdcrina e
necessita de suplementacdo com terapia de reposicdo enzimatica. A liprotamase é um
suplemento de enzimas pancreaticas que ndo é preparado a partir de fontes animais. Um
estudo de fase Il publicado em 2011 concluiu que a toma de uma capsula de liprotamase a
cada refeicdo leva a melhorias estatisticamente significativas na absorcdo dos lipidos e
proteinas e a uma diminuicéo significativa no peso das fezes. A liprotamase foi bem tolerada
e tem um perfil de seguranca favoravel (Borowitz, Stevens et al. 2011).

Ao longo dos anos, algumas pesquisas tém indicado que as pessoas com FQ tém niveis
inferiores de antioxidantes naturais nos pulm&es comparando com as pessoas saudaveis. Esta
baixa protec¢do antioxidante esta relacionada com alteragdes no metabolismo da glutationa,
diminuicdo da ingestdo e absorcdo de antioxidantes lipossollveis (vitamina E, carotendides,
coenzima Q-10, alguns &cidos gordos poliinsaturados, etc) e de oligoelementos (Se, Cu e Zn),
0s quais participam nas reaccOes de eliminacdo das espécies reactivas de oxigénio. Sabe-se
que a disfuncdo da proteina CFTR, para além de prejudicar o fluxo de ides através das células,
também altera o fluxo de outros solutos, tais como a glutationa. A diminuicdo deste
antioxidante natural esta associada a um aumento do stress oxidativo e consequente disfuncéo
de inimeras moléculas. Estas lesGes oxidativas sao particularmente pronunciadas no pulméo,
onde a elevada concentracdo de espécies reactivas de oxigénio contribui para a activacdo dos
neutrdfilos, resultando em inflamacéo e infeccdo pulmonar. Suplementos orais e formulagdes
em aerossol tém sido testados como terapia antioxidante em doentes com FQ, tendo como
objectivo reduzir a extensdo das lesdes oxidativas e a taxa de deterioragdo pulmonar (Galli,
Battistoni et al. 2012).

Em 2010 foi publicado um artigo de revisdo que tinha por objectivo avaliar o efeito da
vitamina C, vitamina E, p-caroteno e selénio na doenga pulmonar dos doentes com FQ.

52



Conclui-se que a suplementacdo com antioxidantes melhora os seus niveis plasmaticos, no
entanto, a correlacdo desse facto com a funcdo pulmonar ainda néo foi totalmente explorada,
pelo que a suplementacdo com os antioxidantes aqui analisados ndo deve ser considerada
como uma opcao terapéutica para a melhoria da funcdo pulmonar. Para tal, sdo necessarios
mais estudos clinicos (Shamseer, Adams et al. 2010).

As ceramidas sdo esfingolipidos envolvidos na estrutura das membranas celulares,
mas também participam na resposta inflamatdria e na apoptose. Sabe-se que os doentes com
FQ tém baixas concentracdes de ceramidas no plasma. Um artigo de revisdo publicado em
2010 aborda varios estudos gue tém investigado a importancia das ceramidas no contexto da
FQ. Concluiu-se que os resultados na area da FQ sdo contraditorios devido a discrepancia dos
modelos animais utilizados e dos métodos de deteccdo das ceramidas aplicados. Assim, de
forma a uniformizar os estudos nesta area, devem ser usados protocolos equivalentes e
principalmente tornar a espectrometria de massa o método gold standard. Apesar dos
resultados divergentes, a analise dos niveis das ceramidas continua a ser uma area de grande

interesse na investigacdo de novas terapias para a FQ (Wojewodka, De Sanctis et al. 2011).

9.6 Terapias especificas da CFTR

Existem duas abordagens terapéuticas principais para corrigir o defeito de base da FQ,
restaurando assim o transporte ionico através dos canais CFTR: a terapia genética, que
consiste numa tentativa de repor a funcao em falta através da introducéo de parte ou de todo o
gene CFTR nas células epiteliais pulmonares, e por outro lado, os compostos farmacoldgicos
projectados para corrigir a funcdo da proteina CFTR anormal, os quais s@o especificos para as

diferentes classes de mutacgoes.
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9.6.1 Terapia genética

O principio da terapia genética envolve a introducdo de copias normais do gene CFTR
nas células epiteliais das vias aéreas, a fim de anular o defeito genético.

As dificuldades técnicas incluem a necessidade de re-administragdes continuas devido
ao turnover das células alvo. Além disso, para ser eficaz, os vectores de administragdo do
material genético nas vias aéreas necessitam de ultrapassar o sistema imunitario (Kreindler
2010).

Foram j& testadas trés técnicas para a transferéncia do ADN normal para o interior das
células, uma utilizando vectores virais (adenovirus e adenovirus-associados), outra utilizando
particulas lipidicas (lipossomas) e outra utilizando polimeros.

A utilizacdo de vectores virais para essa administracdo tem uma grande eficécia de
transducédo, porém ndo tem capacidade para transportar todo o material genético e conduz ao
aparecimento de resposta imunitaria (Kreindler 2010).

A utilizacdo de vectores ndo-virais inclui a utilizacdo de lipidos catibnicos que
incorporam o ADN plasmidico e esta associada a uma resposta imunolégica bem menos
intensa, porém, possui uma menor eficacia de transdugdo. Inclui também a utilizacdo de
polimeros catiénicos que formam complexos com o ADN para dar origem a nanoparticulas de
ADN compactadas de carga neutra (PLASmin™). Estudos clinicos de fase I com essas
nanoparticulas de ADN compactadas mostraram uma correc¢do transitéria da NPD dos
doentes, sugerindo uma eficaz transferéncia de genes. Esta terapia esta a ser reformulada antes
de se iniciarem estudos clinicos adicionais, na tentativa de melhorar a quantidade e a duracao

da expressao genética (Kreindler 2010; www.cff.org).
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9.6.2 Modeladores da CFTR

Farmacos que promovem a leitura através das mutacdes nonsense

Estudos mostraram que a supressdo dos PTCs resulta na producdo de uma proteina
normal (Collawn, Fu et al. 2010). Este resultado pode ser obtido através de antibidticos
aminoglicosideos, os quais se ligam ao rRNA e permitem a incorpora¢cdo de um aminoacido
no coddo mutado, o que leva a continuacdo da traducéo até a terminacdo normal do transcrito
(Sloane and Rowe 2010).

Foram feitos estudos que demonstraram a capacidade da gentamicina em suprimir o0s
PTCs, o que foi comprovado pela correccdo parcial da NPD dos doentes em causa. No
entanto, a gentamicina apresenta elevadas oto e nefrotocixidades, o que impossibilita a sua
administracdo por longos periodos (Kreindler 2010; Sloane and Rowe 2010). A amicacina
mostrou-se uma alternativa a gentamicina por ser mais potente e menos toxica (Collawn, Fu
et al. 2010).

A capacidade de supressdo dos PTCs pelos aminoglicosideos varia de acordo com 0s
PTCs em causa. Alguns estudos revelaram também uma variabilidade de eficacia para PTCs
iguais, pelo que se concluiu que além do coddo stop, a sequéncia a volta deste também
interfere (Collawn, Fu et al. 2010).

O Ataluren (anteriormente conhecido como PTC12) é uma pequena molécula sem
toxicidade, candidata a terapéutica de supressao dos PTCs, uma vez que promove a leitura
através dos PTCs do mRNA, produzindo uma proteina CFTR normal. Estudos de fase Il
demonstraram resultados encorajadores, com um bom perfil de seguranca e um aumento da
NPD nos doentes tratados com Ataluren, o que representa um acréscimo no transporte de CI°
em consequéncia de uma maior quantidade de células epiteliais nasais que expressam a
proteina CFTR normal (Becq 2010; Rogan, Stoltz et al. 2011). Um estudo publicado em 2011
avaliou os beneficios da terapéutica cronica com Ataluren em pessoas com uma mutagdo

55



nonsense e concluiu que o aumento da funcdo da proteina CFTR depende da duracdo do
tratamento e que este melhora a funcdo pulmonar e diminui a tosse em doentes com FQ

(Wilschanski, Miller et al. 2011).

Correctores da CFTR-F508del

Estudos in vitro utilizando a proteina CFTR-F508del demonstraram que este
polipeptideo mutante pode funcionar como um canal de CI° dependente de cAMP se for
permitido que a CFTR-F508del atinja a membrana celular, o que acontece, por exemplo, em
células com a mutagdo F508del que séo incubadas a baixa temperatura (27°C) (Rogan, Stoltz
et al. 2011). Desde entdo, a proteina CFTR-F508del tem sido alvo de intensa pesquisa no
sentido de se encontrarem compostos que consigam superar os defeitos de processamento e
trafego, de modo a que a proteina mutante consiga sair do RE e atinja a superficie celular. A
esses compostos da-se 0 nome de correctores (Becg, Mall et al. 2011).

O acido 4-fenilbutirico (4-PBA, Buphenyl®) foi o primeiro corrector a ser identificado
e actua através da degradacdo do mRNA do chaperone Hsc70, levando a uma diminuicdo do
complexo Hsc70-CFTR. Deste modo, é interrompido o processo de degradacdo da CFTR
mutante, permitindo que esta saia do RE, seja glicosilada no Golgi e atinja a membrana
plasmatica, onde possui alguma actividade intrinseca. A sua eficacia foi comprovada in vitro
e in vivo; no entanto, in vivo os efeitos sdo relativamente pequenos (Kreindler 2010).

Em estudos pré-clinicos foi demonstrado que os inibidores da bomba Ca®*-ATPase,
como a tapsigargina e a curcumina, normalizaram o transporte de Na* e de CI" no epitélio
nasal. No entanto, tais resultados ndo se conseguiram obter em estudos clinicos de fase |
(Becq 2010).

Um ensaio clinico mostrou que os inibidores da fosfodiesterase, incluindo o sildenafil

e outros analogos activos como o KM11060, tém a capacidade de aumentar a quantidade de

56



proteina mutante localizada na superficie celular. Estudos recentes provaram que estes
mesmos agentes contribuiram para a correc¢cdo da NPD em ratos com a mutacdo F508del.
Mais recentemente, a glafanina foi identificada como sendo um composto com as mesmas
propriedades (Sloane and Rowe 2010).

A triagem de alto rendimento (HTS) fez com que milhares de compostos candidatos
fossem analisados em pouco tempo. O corr-2b e o corr-4a (compostos tiazélicos), 0 VRT-325
(composto de quinazolina) e 0 VX-809 sdo exemplos de corretores identificados utilizando a
tecnologia HTS. Os trés primeiros actualmente ja ndo estdo em desenvolvimento clinico
(Rogan, Stoltz et al. 2011).

Em culturas de células epiteliais isoladas dos brénquios de doentes homozigéticos
para a mutacdo F508del, o VX-809 melhorou o processamento da CFTR-F508del no RE e
aumentou a secre¢do de CI para fora da célula. Apos a correccdo pelo VX-809, a proteina
CFTR-F508del exibiu caracteristicas bioquimicas e funcionais semelhantes a CFTR normal,
incluindo a susceptibilidade a protedlise, o tempo de permanéncia na membrana plasmatica e
0 tempo de abertura do canal i6nico (Van Goor, Hadida et al. 2011). Baseado no éxito dos
estudos pré-clinicos, 0 VX-809 foi testado em doentes homozigéticos para a mutacdo F508del
num estudo clinico de Fase Il (Davis and Ferkol 2010). O farmaco foi bem tolerado e
conduziu a reduc¢des na concentracdo de CI" no suor dos doentes que receberam as maiores
doses, apesar de ndo terem sido detectados beneficios na funcdo pulmonar nem alteracdes da
NPD (Sloane and Rowe 2010; Becq, Mall et al. 2011; Rogan, Stoltz et al. 2011).

O miglustat (Zavesca®), um inibidor da glicosilceramida sintetase e da a-1,2-
glicosidase utilizado no tratamento da doenca de Gaucher tipo 1, também tem sido testado
como corrector da proteina CFTR-F508del. Num estudo em que culturas de células epiteliais
das vias aéreas foram tratadas com este farmaco, verificou-se uma recuperacao da expressdo

da proteina CFTR-F508del, uma diminui¢do da hiperabsorcdo de Na* e uma regulagdo na
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homeostase do Ca?*. Baseado nestes resultados e nos de outros estudos igualmente
encorajadores, foi iniciado no final de 2010 um ensaio clinico de fase Ila com doentes
homozigdticos para a mutacdo F508del que testara o efeito do miglustat na NPD (Becq 2010;

Becq, Mall et al. 2011; www.actelion.com).

Potenciadores

Os potenciadores sdo agentes farmacoldgicos que aumentam o fluxo dos ibes CI°
através das proteinas CFTR disfuncionais presentes na membrana plasmatica (mutacdes das
classes IlI, 1V, V e VI) (Sloane and Rowe 2010). Os potenciadores também podem aumentar
o fluxo de iBes através das proteinas CFTR com a mutacdo F508del (mutacdo da classe 1),
desde que esta esteja situada na membrana plasmatica (Rogan, Stoltz et al. 2011). Ou seja, 0s
potenciadores podem ser usados para aumentar a funcdo das proteinas mutantes pertencentes
a qualquer classe, desde que estas estejam a superficie da célula (Becq, Mall et al. 2011).

A actuacdo dos potenciadores consiste no aumento do fluxo iénico ATP dependente,
através da amplificacdo do sinal do cAMP e da fosforilacdo da CFTR pela PKA (Belcher and
Vij 2010; Becq, Mall et al. 2011).

Variadissimos compostos podem funcionar como potenciadores dos canais idnicos
CFTR e incluem as alquilxantinas (como a 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina e o flavondide
genisteina), o 3-isobutil-1-metilxantina (um inibidor da fosfodiesterase), a sulfonamida, a
fenilglicina e o benzotiofeno entre outros (Kreindler 2010; Rogan, Stoltz et al. 2011).

A genisteina é um estimulador da proteina CFTR mutante. Estudos envolvendo este
flavondide revelaram auséncia de eficacia a nivel nasal, no entanto, um estudo recente
demonstrou alguma actividade do flavondide quercetina nas células do nariz (Sloane and
Rowe 2010). Apesar disso, nenhum desses compostos tem progredido substancialmente de

modo a que pudessem ser utilizados num futuro préximo em doentes com FQ.
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Em contraste, o farmaco VX-770, um potente potencializador com biodisponibilidade
oral, esta bastante perto de estar disponivel para os doentes com a mutacdo G551D (Rogan,
Stoltz et al. 2011).

O VX-770 foi inicialmente testado em células que expressam a proteina CFTR-
G551D, onde se verificou um aumento do transporte iénico transepitelial com aumento da
secrecdo de CI" (Sloane and Rowe 2010; Becq, Mall et al. 2011). Os resultados de um estudo
de fase Il com doentes adultos com FQ e com pelo menos um alelo com a mutagdo G551D, 0s
quais receberam por via oral VX-770 duas vezes por dia, revelaram-se bastante promissores
(Sheridan 2011). A maioria dos doentes envolvidos no estudo era heterozigdticos
(G551D/F508del). Apenas se verificaram alguns efeitos secundarios leves ou moderados e
nenhum grave. Para os doentes que receberam o VX-770 houve um aumento estatisticamente
significativo do FEV;, uma reducdo da concentracdo de CI" no suor e um aumento da NPD.
Concluiu-se assim que o VX-770 originou melhorias na funcdo dos canais ionicos CFTR do
epitélio nasal e das glandulas sudoriparas, bem como melhorias na funcdo pulmonar,
sugerindo um potencial beneficio clinico (Accurso, Rowe et al. 2010; Becq, Mall et al. 2011).

Apbs estes resultados extremamente favoraveis, iniciaram-se estudos de fase Il para
testar 0 VX-770 em criangas e adultos com FQ que tém pelo menos uma copia da mutacdo
G551D no gene CFTR (Opar 2011). Um desses estudos foi publicado recentemente, em
Novembro de 2011, e pretendeu avaliar o efeito do VX-770 durante 48 semanas em doentes
com 12 ou mais anos de idade e com pelo menos uma cépia da mutacdo G551D. Concluiram
que o VX-770 é um medicamento seguro, com incidéncia de efeitos adversos semelhante ao
placebo, que conduziu a uma melhoria da funcdo pulmonar (com um aumento significativo do
FEV:) e a uma reducdo no numero das exacerbagdes (0os doentes que receberam VX-770
tiveram menos 55% de exacerbagdes pulmonares do que os doentes que receberam placebo).

O VX-770 foi ainda responsavel por um aumento de peso (em média mais 2,7 kg do que 0s
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doentes que receberam placebo), por uma diminuicdo da quantidade de CI" no suor e por um
aumento da qualidade de vida (Ramsey, Davies et al. 2011).

Outros ensaios clinicos sobre este farmaco estdo ainda a decorrer.

A companhia farmacéutica responsavel por estes estudos esta a tentar a aprovacdo do
medicamento para doentes a partir dos 6 anos e com pelo menos uma copia da mutacao
G551D. Estimaram ter uma resposta em meados de Abril de 2012. Se aprovado, 0 VX-770
sera 0 primeiro medicamento no mercado que tem como alvo a causa da FQ e ndo apenas 0s

sintomas da doenca (www.cff.org).

Corrector mais potenciador

Num estudo clinico acima referido, o corrector VX-809 foi testado em doentes
homozigédticos para a mutacdo F508del e apresentou uma eficécia reduzida. Isto porque as
proteinas CFTR-F508del que conseguem chegar até a membrana plasmatica tém propriedades
de conducdo normais mas apresentam um fluxo iénico reduzido, uma vez que a delecdo F508
altera o dominio NBD1, impedindo assim a correcta ligacdo e hidrolise do ATP, o que altera a
funcdo do canal. Deste modo, pode dizer-se que a mutacdo F508del pertence tanto a classe Il
como a classe I, pelo que as estratégias farmacoldgicas para esta mutacdo devem abordar
estes dois tipos de defeitos (Rogan, Stoltz et al. 2011).

Surgiu assim a ideia de que o efeito do VX-809 na proteina CFTR-F508del poderia ser
potenciado pela adi¢cdo do VX-770, ou seja, o0 VX-809 ajudaria a proteina a chegar a
superficie da célula e de seqguida o VX-770 aumentaria a funcdo dessa mesma proteina
(Rogan, Stoltz et al. 2011).

Num estudo clinico de fase Il que tinha como objectivo avaliar a seguranga e a
eficcia da associacdo VX-809 com VX-770 em pessoas com FQ que tém pelo menos uma

copia do gene CFTR-F508del, os participantes tomaram VX-809 durante duas semanas e na
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terceira semana tomaram VX-809 e VX-770 em conjunto. Em Junho de 2011 foram
anunciados os resultados da primeira parte do ensaio clinico, em que se concluiu que o VX-
770 potencia o efeito do VX-809, uma vez que se verificou uma maior diminui¢do nos niveis
de CI" no suor aquando da toma simultanea dos dois farmacos. Estes resultados promissores
contribuiram para que a segunda parte deste estudo, que ira avaliar a eficacia de diferentes
dosagens da combinacdo VX-770 e VX-809 sobre os niveis de CI" no suor num periodo

terapéutico maior, se iniciasse no final de 2011 (www.cff.org).

9.7 Terapias que restauram o transporte idénico epitelial

independentes do CFTR

A quantidade e a composicdo dos fluidos epiteliais dependem do equilibrio entre a
absorcéo e a secrecédo de ides. Esses fluxos de iGes sdo mediados por uma variedade de canais
ionicos e transportadores. Os esforcos para corrigir o transporte ionico disfuncional associado
a FQ nao se restringem a modulacdo da CFTR, pois, para além deste, as células epiteliais
expressam outros canais de CI, como os ORCC, os canais de Cl activados pelo Ca®* (CaCC)
e os canais de CI regulados pelo volume (CICXx), e expressam também os canais epiteliais de
Na* (ENaC) (Becq, Mall et al. 2011).

Enguanto os ORCC sao regulados pela CFTR e deste modo também estdo afectados
na FQ, a estimulacdo dos canais CI™ alternativos, como os CaCC e os CICx, e a inibi¢do da
absorcdo de Na* pelos ENaC, podem compensar os defeitos na fungio da CFTR e deste modo

serem potenciais alvos para o tratamento da FQ (Traynor-Kaplan, Moody et al. 2010).
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9.7.1 Estimulacéo da secrecdo de CI

Os estudos iniciais demonstraram que os CaCC estéo presentes em nimero normal nos
epitélios das vias aéreas das pessoas com FQ. Também revelaram que os CaCC séo activados
por nucleotideos extracelulares (ATP e UTP) que se ligam aos receptores purinérgicos P2Y; e
desencadeiam um aumento na concentracéo de Ca®" intracelular. Além disso, a activagdo dos
receptores P2Y, também inibe a absorcdo de Na" mediada pelos ENaC. Deste modo, tém sido
desenvolvidos agonistas de longa duracdo dos receptores P2Y;, como sendo fortes candidatos
a terapéutica da doenca pulmonar na FQ (Becq 2010; Becq, Mall et al. 2011).

O denufosol tetrasodium (INS37217) é um desses agonistas selectivos P2Y, que tem
sido estudado. Em 2007 foi publicado um estudo de fase Il que concluiu que o denufosol em
aerossol administrado trés vezes por dia durante 28 dias foi bem tolerado em adultos e
criancas com FQ e doenca pulmonar leve. Este estudo também forneceu evidéncias
preliminares sobre o potencial beneficio do denufosol na funcdo pulmonar (Deterding,
Lavange et al. 2007).

Em 2011 foi publicado um estudo de fase 1l que analisou a seguranca e a eficacia do
denufosol tetrasodium durante 24 semanas de tratamento em doentes com FQ e doenga
pulmonar inicial. Concluiu-se que o denufosol aumentou a secrecdo de CI', diminuiu a
absorcdo de Na* e aumentou a frequéncia dos movimentos ciliares nas vias aéreas. Tudo isto
contribuiu para um aumento da funcdo pulmonar em comparacdo com o placebo. Os
resultados deste estudo sugerem que o denufosol tem um perfil de seguranca e eficacia
adequado para uma potencial intervencéo na fase precoce da doenca pulmonar decorrente da
FQ. Apos a publicagéo do estudo anterior, iniciou-se um segundo estudo de fase Il com um
periodo de tratamento mais longo, com o objectivo de comprovar uma futura utilidade do

denufosol para pacientes com FQ (Accurso, Moss et al. 2011).
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A molil901 (duramicina ou lancovutide) € um peptideo que interage com 0s
fosfolipidos das membranas celulares e dos organelos, aumentando o transporte de Cl" e a
secrecéo de LSA através do aumento dos niveis intracelulares de Ca®*. Em estudos de fase | e
fase 1l foi comprovado o aumento do transporte de CI" com a aplicacdo de molil901 no
epitélio respiratorio, tanto em individuos saudaveis como em doentes com FQ (Becq 2010).
Estudos adicionais de fase Il foram realizados, e em 2007 foi publicado um artigo que teve
como objectivo comprovar a eficacia clinica e a seguranca da molil901 em solugdo para
inalacdo em trés dosagens diferentes. A inalacdo da molil901 foi bem tolerada em
adolescentes e adultos com FQ e doenca pulmonar leve, existindo pouca ou nenhuma
absorcéo sistémica do moli1901 inalado. Os dados sugerem ainda um aumento dependente da
dose da funcdo pulmonar nos doentes com FQ. Mais ensaios clinicos serdo necessarios para
comprovar este efeito (Grasemann, Stehling et al. 2007).

Os resultados de alguns estudos tém sido decepcionantes porque um aumento de Ca**
intracelular nem  sempre leva a0 aumento de  secrecdo de  CI.
Demonstrou-se que a molécula de sinalizacdo intracelular inositol tetrafosfato dissocia a
secrecdo de CI” do aumento do Ca* intracelular. Dai surgiu a hipétese de que analogos
antagonistas do inositol tetrafosfato pudessem estimular os CaCC. Um exemplo desses
analogos é o INO-4995 (Traynor-Kaplan, Moody et al. 2010). Em 2010 foi publicado um
estudo que evidenciou que o INO-4995 inibe a absorcdo de Na* e aumenta a secrecéo de CI', é
selectivo para as células epiteliais com o gene da FQ quando comparando com células
normais, tem uma longa duracdo de accdo e um bom perfil de seguranca (Becq 2010;

Traynor-Kaplan, Moody et al. 2010).
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9.7.2 Inibicdo da absorcédo de Na+

Para além de funcionar como um canal de CI’, a CFTR regula a absor¢io de Na* no
epitélio das vias aéreas através da inibicdo dos ENaC. Quando a CFTR est4 ausente ou é
expressa em quantidades diminutas, a absorcdo de Na' através dos ENaC aumenta,
contribuindo deste modo para a deplecdo do LSA, visto que a absorcéo de ides estimula a
absorcdo liquida (Becq, Mall et al. 2011).

A inibicdo da absorcdo de Na* nos ENaC podera ser um alvo terapéutico com grande
potencial na FQ. Um farmaco proposto para tal é a amilorida em aerossol, um agente
blogueador dos ENaC (Becq 2010).

Os estudos clinicos iniciais da amilorida em aerossol em doentes com FQ
demonstraram tratar-se de um farmaco seguro e bem tolerado, com melhoria na clearence
mucociliar, mas com efeito de curta duragdo. No entanto, os estudos fase Il ndo revelaram
melhorias na funcdo pulmonar em pacientes com FQ com doenca pulmonar estabelecida
(Becq 2010).

Em estudos pré-clinicos recentes verificou-se que a administracdo de amilorida antes
da doenca pulmonar estabelecida reduz significativamente a hipersecrecdo de muco e a
consequente obstrucdo das vias aéreas, a inflamacédo e a mortalidade de causa pulmonar. Estes
resultados demonstram de forma convincente que, se a amilorida for administrada antes do
inicio da doenca pulmonar podera retardar a sua evolucdo. Sugerem também que a obstrucdo
das vias aéreas com muco e a sua remodelacdo podem contribuir para a falta de eficacia de
amilorida em aerossol numa fase mais tardia (Becq, Mall et al. 2011).

Com o objectivo de desenvolver um blogueador dos ENaC mais eficaz, mais selectivo
e com maior duracdo de accdo do que a amilorida, foram sintetizados e testados varios

analogos deste farmaco. Descobriu-se entdo o benzamil, com eficicia semelhante a amilorida
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mas com maior semi-vida, e 0 parion 552-02, muito mais potente que a amilorida, menos
reversivel e com uma semi-vida maior (Becq 2010; Becq, Mall et al. 2011).

Nos epitelios das vias aéreas, a actividade dos ENaC é regulada por proteases
enddgenas. Deste modo, a actividade de inibidores da serina protease (aprotinina e bikunina
placentaria) e de inibidores da tripsina-like protease (camostat ou QUA145) estdo a ser
testadas como bloqueadores da absorcdo de Na' no tratamento da doenca pulmonar da FQ

(Becq 2010; Becq, Mall et al. 2011).
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10 - Concluséao

Cerca de duas décadas ap0s a identificacdo do defeito geneético responsavel pela FQ,
terapias baseadas numa compreensdo molecular da doenca comecam a ser testadas na clinica.
Os primeiros resultados desses estudos foram animadores e podemos estar a um passo de
encontrar uma cura para a doenca. Eles encaixam-se no conceito da medicina personalizada,
em que terapias especificas s@o projectadas para suprimir os defeitos genéticos presentes em
individuos com FQ.

No entanto, é preciso estar ciente da necessidade de dados a longo prazo sobre a
eficacia e a seguranca destes farmacos, e que pode levar varios anos até que estes agentes
facam parte do arsenal terapéutico na FQ. Além disso, € importante salientar que estes
farmacos provavelmente ndo vao reverter a doenca pulmonar ja estabelecida em milhares de
pacientes com FQ.

Embora exista um grande entusiasmo sobre o desenvolvimento de terapéuticas
dirigidas as fases precoces da doenca, mantém-se a necessidade de aperfeicoar e enriquecer o
espectro de medicamentos utilizados para aliviar os sintomas e as complicacfes ja
estabelecidas, decorrentes da disfuncdo da CFTR.

Também a evolucdo a nivel da investigacdo da fisiopatologia da FQ pode proporcionar
evidéncias que sejam igualmente Uteis para o desenvolvimento de estudos relacionados com o
tratamento.

Com a eventual existéncia de terapéuticas inovadoras e mais direccionadas as
necessidades dos doentes, poder-se-a proporcionar a estes individuos uma melhoria
significativa na sua qualidade de vida, permitindo que estes vivam ndo s6 mais anos, mas que

0s possam aproveitar da melhor maneira possivel.
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