) M

FACULDADE DE
LISBOA MEDICINA

UNIVERSIDADE LISBOA
DE LISBOA

TRABALHO FINAL
MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA

Clinica Universitaria de Pneumologia

Papel do CFTR nas doengas
respiratorias. Possibilidade de novas
abordagens terapéuticas.

Nome do aluno:

Rita Alcada

JUNHO'2017



)] M

FACULDADE DE
LISBOA MEDICINA

UNIVERSIDADE LISBOA

DE LISBOA

TRABALHO FINAL
MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA

Clinica Universitaria de Pneumologia

Papel do CFTR nas doencas respiratorias.
Possibilidade de novas abordagens
terapéuticas.

Nome do aluno:
Rita Alcada
Orientado por:

Dr. Carlos Lopes

JUNHO'2017

II



Resumo

O cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) é um transportador
anionico com um papel essencial na regulacdo da absorcdo e secrecdo de ides e

agua em tecidos epiteliais, nomeadamente nas vias aéreas. Nestas, 0 CFTR esta
envolvido na regulacdo de mecanismos de defesa essenciais, sendo crucial para a
manutencdo do liquido de superficie epitelial e de uma adequada clearence mucociliar.
A fibrose quistica (FQ) resulta da deficiéncia ou disfuncdo do CFTR determinada
geneticamente. Evidéncias recentes sugerem que a disfuncdo do CFTR, determinada
por mutagdes genéticas ou adquirida em proteinas CFTR wild type, pode ter um papel
noutras doencas das vias respiratorias, como na doenca pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC), na asma, na aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), nas
bronquiectasias difusas (DB), e na doenca pulmonar associada a micobactérias nao
tuberculosas (PNTM). Mutagdes do gene do CFTR mesmo em apenas um alelo podem
ter um papel fisiopatoldgico nas doengas referidas. Adicionalmente, fatores ambientais
como a exposicdo ao fumo do tabaco, a alcool e a metais pesados, a hipdxia e acidose
locais, o stress oxidativo e a inflamacdo, podem condicionar disfun¢do do CFTR wild
type, com um potencial papel patogénico na DPOC, na asma, nas DB e na infecdo
PNTM, havendo igualmente evidéncia de correlacdo desta disfuncdo com o fenétipo
clinico e gravidade da DPOC e, de forma menos clara, das DB e da ABPA. O
desenvolvimento recente de novas abordagens terapéuticas direcionadas a corrigir a
disfuncédo do CFTR na FQ permite considerar o recurso a terapéutica dirigida noutras
doencas pulmonares com alteragbes da funcdo do CFTR, nomeadamente utilizando,
por exemplo, moduladores do CFTR, secretagagogos do cloro ou antagonistas da
fosfodiesterase-4. Destaca-se a doenca pulmonar obstrutiva cronica onde existe ja

evidéncia in vivo e in vitro da eficécia da terapéutica de substituicdo proteica.

Palavras-Chave: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, clearance

de muco, bronquite crénica, bronquiectasias.
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Abstract

The cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) is an anionic
channel with an essential role in the regulation of the absorption and secretion of ions
and water in the epithelial tissues, namely in the airways. In the airways, CFTR is
involved in regulating the defence mechanisms, having a central role in keeping the
airway surface liquid and an adequate mucociliary clearance. The Cystic Fibrosis (CF)
results of the deficiency or malfunction of the CFTR genetically determined. Recent
evidences suggest that CFTR dysfunction, genetically inherited or acquired in a wild
type CFTR, may have a role in other airway diseases such as in chronic obstructive
pulmonary disease (COPD), in asthma, in allergic bronchopulmonary aspergillosis
(ABPA), in the diffuse bronchiectasis (DB) and in nontuberculous mycobacteria
associated lung disease (PNTM). CFTR gene mutations even in only one allele may
have a pathogenic role in the referred diseases. Additionally, environmental factors as
exposure to cigarette smoke, alcohol, heavy metals, local hypoxia and acidosis,
oxidative stress and inflammation may lead to wild type CFTR dysfunction, with a
potential pathogenic role in COPD, in asthma, in DB and in PNTM. Moreover, there is
also evidence that this dysfunction may correlate with the clinical phenotype and
severity of COPD and, less clearly, of DB and ABPA. The recent development of CFTR
targeted therapeutics for CF, leads to considering the use of that new therapeutic
approaches targeted to correct CFTR dysfunction in other airway diseases, using, for
example, CFTR modulators, ClI™ secretagogues or phosphodiesterase 4 inhibitors. It is
particularly relevant to mention that in COPD there is already evidence in vivo and in

vitro of the efficacy of this targeted therapy.

Keywords: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, mucus clearance,

chronic bronchitis, bronchiectasis.

O Trabalho Final exprime a opinido do autor e ndo da FML

IV



Indice

] 8 oo [N 0% Vo TSSO 1
Gene CFTR FUNGAO0 € DISTUNGAOD ........ccuiiiiiiiiiiciccese e 3
CFTR € SUAS TUNGOES. .....c.viiiiiitiieieie ettt 3
DiISTUNGE0 0O CFTR ... 4
Disfuncéo do CFTR determinada geneticamente ............cooveveveneieninisisieeenen 5
Disfungdo do CFTR AAQUITTOA.......c..oiiiiiiiieieiese e 7
Exposicdo do fumo do tabaco e disfuncdo adquirida de CFTR.........cccccevveunnee. 8
Outros fatores ambientais que podem condicionar disfun¢éo do CFTR ......... 12
Disfuncdo do CFTR e doencgas reSpiratOrias.........ccccceevvereeieeieeiesieseeieseesia e 14
Implicactes da disfuncdo do CFTR na DPOC..........ccccocveieiie v 14
Semelhangas DPOC — FQ ....oviiiiiiiiieeie et 15
DisfunGio CFTR € DPOC.........ooiiiiiiiieieee e 16
Causas da disfungéo do CFTR Na DPOC ........cccooiiiiiiiiieeee e 17
Disfuncéo do CFTR e clinica da DPOC .........ccccooiiiineinieseeese e, 18
Implicactes da disfunc@o do CFTR Na ASMA........ccccccveieeiieiie e 19
Implica¢des da disfuncdo do CFTR na Aspergilose Broncopulmonar Alérgica
.................................................................................................................................. 22
Implica¢des da disfuncdo do CFTR nas Bronquiectasias Difusas (DB) nao
ASSOCIAAAS 8 FQ ...voveeiieie ettt nre s 24
Implicagdes da disfun¢do do CFTR na Infecdo Pulmonar por Micobactérias
NEO0 TUDEICUIOSAS ....o.vvieiiieeee e 25
Potenciais Implicagies TerapULICAS. ........ccoverererereiiseeieee e 28
Terapéuticas dirigidas Na FQ ........cccoiiiiiiieie e 28
Terapéutica dirigida ao CFTR e doencas das vias aéreas............ccceeevvervvernenne. 30
Terapéuticas dirigidas a0 CFTR Na DPOC...........ccccceiiiiiiieccceece e 30
Terapéuticas dirigidas ao CFTR noutras doencas das vias aéreas....................... 34
Conclusd@es sobre terapéuticas dirigidas ao CFTR e doencas das vias aéreas .....35
PErSPEtiVAS FUTUIES .......c.oiiiiiiiiee e 36
(@07 0] 117> o 1SR 38
AGFAGBCIMENTOS ...ttt bbbttt r b bttt e e 39
BIDIIOGIafia ... oo 40



Introducao

Com a realizacdo desta revisdo procurou esclarecer-se de que forma uma
alteracdo da funcédo do Cystic Fibrosis Transmembrane conductance regulator (CFTR)
poderd ter influéncia em doencas das vias aéreas além da fibrose quistica (FQ). Importa,
pois, explicitar o papel que este transportador pode ter na suscetibilidade, na
fisiopatolologia, nas manifestaces clinicas, na gravidade e nas abordagens terapéuticas
de doencas das vias aéreas, destacando-se neste trabalho final de mestrado a doenga
pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), a asma, a aspergilose broncopulmonar alérgica
(ABPA), as bronquiectasias difusas (DB) ndo associadas a FQ e a doenga pulmonar

associada a micobactérias nao tuberculosas (PNTM).

Reveste-se de particular importancia esclarecer de que modo uma abordagem
terapéutica dirigida ao CFTR, nomeadamente com farmacos desenvolvidos para o
tratamento da FQ, podera ter um impacto significativo nas patologias respiratorias em

causa.

Neste sentido, procura-se, inicialmente, explicitar qual o papel do CFTR na
fisiologia dos epitélios, de que forma a sua funcionalidade pode ser afetada, tanto
atraves de alteracGes genéticas como por acdo de agentes ambientais que condicionam

uma disfuncédo adquirida.

Posteriormente, clarifica-se de que forma esta disfuncdo do CFTR pode
contribuir para o desenvolvimento, fisiopatologia, manifestacdes clinicas e gravidade
das patologias das vias respiratdrias referidas. E, em seguida, procura-se compreender
de que forma abordagens terapéuticas dirigidas a disfuncdo do CFTR nestas doencas
em que a hipofuncdo do CFTR, determinada geneticamente ou adquirida, é relevante
poderdo ter um papel no tratamento das mesmas, sugerindo-se a necessidade de mais
investigacao clinica que comprove a eficacia destas abordagens e que permita delinear
em que doencas e em que doentes podem ter maior relevancia clinica. Por ultimo,
varias areas de investigacdo poderdo ser uteis no futuro e ter implicacdes terapéuticas,
nomeadamente: uma melhor compreensao do papel de outros canais idnicos na

fisiopatologia das doencgas das vias respiratorias em causa; a identificacao e



modulacdo de genes modificadores da expressao do CFTR; e a possibilidade de

realizacdo de um bypass da disfuncédo do CFTR.



Gene CFTR Funcéo e Disfungéo

CFTR e suas fungdes

O CFTR € um canal aniénico (responsavel pelo transporte de cloro e
bicarbonato) epitelial transmembranar regulado pelo CAMP, este tem um papel
essencial na regulacéo da absorcdo e secrecdo de fluidos e eletrdlitos em diversos
tecidos epiteliais, nomeadamente nas vias aéreas, nos tratos gastrointestinal (GI) e
reprodutor, nas glandulas sudoriparas e salivares (1,2).

O CFTR esta envolvido na regulacdo de diversos mecanismos essenciais da
fisiologia epitelial, como a regulacdo do pH luminal e a manutencao da hidratacdo da
superficie epitelial. De facto, diversos estudos tém identificado o pH como importante
fator para a funcéo de barreira do epitélio e para a imunidade inata, particularmente

nas vias aéreas e no GI.

No ambito desta revisao revestem-se de particular importancia as funcées do
CFTR ao nivel das vias aéreas, estando este presente na membrana apical de células

epiteliais da mucosa das vias aéreas e das glandulas submucosas (3).

Os mecanismos de defesa inatos do pulmao sdo cruciais na remogéo de
patogéneos inalados e toxinas, estes mecanismos incluem a clearence de muco (que
continuamente efetua uma limpeza do trato respiratorio). Para que esta clearence se
mantenha sal e 4gua tém de ser secretados para as vias aéreas juntamente com as
mucinas “secas”. Posteriormente, estes elementos constituem o liquido periciliar
(ASL), que é depois removido pelos batimentos ciliares ou pela tosse. Quando é
despoletada uma resposta inflamatdria ao nivel das vias aéreas, usualmente, a
secrecao de sal, agua e mucina tende a aumentar, com o intuito de incrementar as
taxas de clearence de muco de forma a permitir uma mais frequente lavagem das vias

aereas até que a causa da infecdo/agressao seja removida (4).

Uma das proteinas essenciais para a secrecao de sal/dgua é o CFTR. De facto,
uma funcdo crucial do CFTR trata-se de modular a camada de muco das vias aéreas
em resposta a estimulos ambientais, através maioritariamente da regulacédo da

secrecdo de cloro e bicarbonato (3).



A secrecdo de cloro conduz a hidratagdo do liquido periciliar e da camada
mucosa, enquanto o bicarbonato alcaliniza o meio extracelular. Uma adequada
regulacdo do cloro e bicarbonato no muco presente nas vias aéreas é essencial para
uma adequada eliminacdo de patdgenos, bem como para protecéo do epitélio contra
xenobi6ticos e produtos toxicos libertados pelos mesmos. Neste sentido, para uma
adequada funcdo do CFTR tem de haver uma constante resposta adaptativa mediada
por este transportador para que o liquido periciliar e a camada mucosa tenham uma
constituicdo adequada, tendo em conta o ambiente das vias aéreas, dotado de
necessidades fisico-quimicas distintas ao longo do tempo (3). Efetivamente, a
abundancia e viscosidade relativas do muco mudam rapidamente na presenca de
exposicdes ambientais adversas, nomeadamente de oxidantes, proteases e
xenobioticos. Perante estes estimulos 0 muco torna-se rapidamente mais abundante,
rico em mucinas e as suas caracteristicas fisico-quimicas sofrem alteracdes

significativas, dependentes, como referido, do CFTR (3).

Deste modo, em resposta a estimulos como alguns patdgenios ambientais,
citocinas pré-inflamatdrias e oxidantes, ocorre um aumento do transporte anionico
mediado pelo CFTR nas células epiteliais em causa. Esta ativacdo conduz ao aumento
do contetido aquoso do muco, levando a que este seja mais rapida e facilmente

removido da superficie epitelial, permitindo afastar elementos potencialmente lesivos

3).

Por ultimo, € também evidente que o CFTR tem outras funcdes de sinalizacao
e/ou transporte (além da sua bem documentada funcdo no efluxo de cloro) que estao
envolvidos no controlo da resposta inflamatdria (5).

Disfuncéo do CFTR

Tendo em conta a relevancia significativa das funces desempenhadas pelo
CFTR, torna-se evidente que defeitos na sua funcéo estejam associados a doenca,
nomeadamente & doenca genética FQ. Mais recentemente, a disfuncdo do CFTR tem
sido associada a fisiopatologia de outras doencas, como, por exemplo, Pancreatite
Aguda, DPOC e a hiperreactividade na Asma Bronquica (1).



Nas vias aéreas a disfuncdo do CFTR conduz, previsivelmente, a diminuicéo
do ASL e da clearance mucociliar, a infecao bacteriana cronica e a inflamacéo

excessiva (6).

A disfuncdo do CFTR pode ocorrer na sequéncia de uma alteragdo genética
ou, por outro lado, constituir uma disfungéo adquirida durante a vida influenciada por

diversos fatores como explicitado em seguida.

Disfuncdo do CFTR determinada geneticamente

Como referido, a disfuncdo do CFTR pode ter origem numa alteracéo genética
de base, sendo o exemplo mais estudado o caso da FQ. Uma mutacdo nos dois alelos

do gene do CFTR conduz entdo a esta doenca autossomica recessiva (7).

O gene CFTR encontra-se no brago longo do cromossoma 7, mais de 2000
variagcOes da sequéncia deste gene ja foram identificadas desde a descoberta do gene
em 1989, contudo uma compreensao detalhada de como estas mutacdes afetam a
funcdo do CFTR esta limitada a uma pequena percentagem das mesmas. Neste
sentido, ha uma lista relativamente pequena de mutagdes que se sabe que causam a
FQ, enquanto as consequéncias funcionais de vérias variacdes de sequéncia raras
continuam desconhecidas ou foram demonstradas como ndo causadoras de FQ. Das
mais de 2000 mutac¢des do gene CFTR conhecidas, a maioria constituem mutacgdes
pontuais ou pequenas delecOes e apenas cerca de 5 ttm uma prevaléncia superior a
1%: F508del (a mutagdo mais comum, com uma frequéncia nos alelos mutados de 30-
89%, dependendo dos grupos étnicos), G551D, W1282X, G542X e N1303K. (2,7).

A maioria das mutagdes do CFTR identificadas fazem parte de uma de seis
classes responsaveis por cerca de 80% de todos os doentes com FQ. Relativamente as
classes das mutacoes, as classes | e 11 caracterizam-se por uma reducao na expressao
da proteina CFTR, no caso da classe | esta pode resultar de muta¢des non-sense,
frame-shift e de defeitos do splicing do mMRNA, como por exemplo a G542X
(mutacdo non-sense ou stop que conduz a uma paragem prematura da tradugéo e a
producdo de uma proteina truncada). Na classe Il ha defeitos do folding ou da
maturacao da proteina, podendo conduzir a uma degradacdo prematura do CFTR
produzido, a muta¢do mais frequentemente associada a FQ, a F508del, faz parte desta



classe. Por outro lado, as classes Il e IV caracterizam-se por uma funcdo alterada do
canal iénico e ndo por uma quantidade reduzida de CFTR. Na classe Il1 ocorre um
gating (abertura e fecho) do canal limitado, sendo a mutacdo G551D (2-3% das
mutacdes do CFTR) um exemplo. Quanto a classe 1V, o defeito genético traduz-se
num defeito da condutancia do canal, dificultando a passagem dos ifes de cloro e
bicarbonato. Relativamente as mutacGes de classe V, apesar de permitirem a formacéo
de um CFTR normal, uma limitacdo da regulacdo da transcri¢éo resulta numa
quantidade diminuida de proteina produzida. Por Ultimo, as muta¢des de classe VI

condicionam um elevado turnover do CFTR na superficie dos canais (2).

Esta disfuncdo do CFTR na FQ afeta, portanto, a funcao de diversos 6rgaos
limitados por epitélio. Esta alteracdo conduz a uma grande variedade de
manifesta¢des da doenca, incluindo patologia das vias aéreas, insuficiéncia

pancreatica, ileus meconial, infertilidade masculina e niveis elevados de sal no suor

(8).

Ao nivel das vias aéreas, a disfun¢do do CFTR induzida por mutacdes destrai
o0 equilibrio delicado dependente deste transportador, levando a doenca pulmonar
obstrutiva grave, com reducdo da secrecdo de sal, aumento da viscosidade e adesdo do
muco (muco desidratado) e pH e quantidade do ASL diminuidos. Com efeito, a FQ é
uma doenga que se caracteriza por infegdes bronquicas recorrentes, inflamagéo
aumentada e mantida, bem como progressiva obstrucao das vias aéreas e, por fim,

insuficiéncia respiratdria (3,4,9).

O diagndstico de FQ implica um fenotipo consistente e evidéncia de disfuncao
do CFTR (prova do suor positiva ou alteracdo da diferenca de potencial nasal) ou
identificacdo de dois alelos do gene em causa mutados (10). A heterogeneidade
clinica na FQ pode ser explicada, até certo ponto, pelas diferentes consequéncias a
nivel molecular condicionadas pelas varias mutagdes do gene do CFTR envolvidas.
Contudo, outros genes e fatores ambientais parecem modificar o fenotipo. De facto,
verifica-se que certas patologias podem resultar de disfungdo do CFTR sem no

entanto preencherem os critérios de FQ (11).

Neste sentido tem-se, por um lado, uma variacdo desta doenga designada FQ
atipica ou ndo classica, que corresponde a cerca de 2% das pessoas afetadas,
apresentando estes doentes um fendtipo ligeiro. Esta entidade inclui doentes com pelo



menos um sistema de 6rgaos afetado e concentracdo de cloro no suor normal ou
borderline. Geralmente estes casos manifestam-se apenas na idade adulta ou
adolescéncia e tém suficiéncia pancreética e doencga pulmonar mais leve, possuindo

igualmente duas mutagdes do CFTR (11,12).

Por outro lado, os portadores de mutacfes do CFTR (heterozigoticos),
geralmente ndo sofrem de patologia determinada por esta alteracdo genética. No
entanto, reconhece-se a existéncia de doencgas associadas ao CFTR (CFTR-related
diseases), referindo-se a entidades patoldgicas conhecidas que parecem ser
influenciadas pelo genétipo do CFTR, sem no entanto completarem critérios para o
diagnostico de FQ ou seguirem um padrdo mendeliano de hereditariedade (11). Neste
ambito, sabe-se que mutacdes do gene do CFTR poderéo ter influéncia na
fisiopatologia de patologias pulmonares como nas DB, ABPA, sinusite, DPOC, asma
e enfisema pulmonar. Provavelmente, estas doencas serdo condicionadas de forma
multifatorial por fatores genéticos néo relacionados com o CFTR, assim como por
influéncias ambientais ndo genéticas, além do potencial papel fisiopatolégico de
mutacdes do gene do CFTR. De igual forma, alteracfes genéticas do CFTR surgem
associadas a outras patologias ndo respiratorias como a auséncia congénita bilateral de
vasos deferentes (CBAVD, doenca associada ao CFTR melhor caracterizada),

azoospermia obstrutiva, pancreatite crénica e hipertripsinemia neonatal (7-9,12,13).

Disfuncdo do CFTR Adquirida

Tal como referido anteriormente, €, efetivamente, possivel que a disfuncéo do
CFTR seja adquirida durante a vida, apesar de ndo determinada geneticamente,
havendo recentemente uma crescente evidéncia deste facto. Com efeito, o
processamento, reciclagem endocitica e fun¢do do CFTR wild-type podem, de facto,
ser significativamente reduzidos por influéncia de diferentes insultos ambientais,
incluindo, nomeadamente, a exposicao a fumo de tabaco, alcool e metais pesados, a
hipdxia e acidose locais e a inflamacao, contribuindo potencialmente estes insultos
para a fisiopatologia de vérias patologias das vias aéreas, como, por exemplo, a
DPOC (9).



Efetivamente, apesar de poder ser observado um aumento transitério da
funcéo do CFTR apds uma exposicao aguda a alguns agentes ambientais como
toxinas, citocinas pro-inflamatdrias e oxidantes, a exposi¢do mantida a estes agentes,
leva a uma reducdo significativa da funcdo do CFTR. Assim, enquanto um aumento
do transporte de idnico dependente do CFTR em resposta a tais estimulos agudos
podera ter como objetivo uma mais facil eliminacdo de produtos potencialmente
danosos da superficie epitelial das vias aereas (secre¢des mais fluidas), por outro lado,
a diminuicdo da funcdo do CFTR em resposta a uma exposi¢ao crénica aos mesmos
agressores permite um aumento da abundancia e viscosidade do muco, que
provavelmente reflete uma necessidade adaptativa de protecdo das vias aéreas. No
entanto, este mecanismo fisioldgico adaptativo podera também contribuir para a
fisiopatologia de determinadas doencas da clearence de muco (MCC), como a DPOC,

tal como explicitado a frente (3).

Em seguida descriminam-se 0s agentes ambientais que se sabe poderem
conduzir a disfuncéo adquirida do CFTR, possiveis mecanismos envolvidos e

evidéncia cientifica que serve de base a esta informacé&o.

Exposicio do fumo do tabaco e disfuncdo adquirida de CFTR

O fumo do tabaco (FT) é um dos agentes ambientais melhor estudados no que
toca & inducdo de disfungdo do CFTR. Dados cientificos publicados por multiplos
laboratdrios indicam com um grau elevado de certeza que a exposi¢do ao fumo do
tabaco conduz a uma inibicdo do CFTR, levando a atraso no transporte mucociliar e
estase de muco. Estudos recentes in vivo em humanos mostram adicionalmente a
ocorréncia de disfuncdo adquirida do CFTR em doentes com DPOC e que este defeito
pode persistir tanto no pulméo como em outros 6rgaos apesar da cessacao tabagica
(14).

Dados experimentais in vitro tém demonstrado desde 1983, que exposic¢des a
fumo de tabaco induzem disfuncdo do CFTR, tendo sido esta relagdo extensamente
estudada desde entdo. Com efeito, quatro estudos independentes reportaram uma
associagdo robusta entre o fumo do tabaco e uma atividade diminuida do CFTR in
vitro, tendo cada um deles chegado a esta concluséo atraves de diferentes avaliacfes

(diferenca de potencial nasal- NPD; diferenca de potencial nasal nas vias aéreas



baixas, concentracdo de cloro no suor e taxa de producéo de suor). Outros estudos
demonstraram também que em resposta a exposicao ao fumo do tabaco (com extrato
de fumo de tabaco — EFT) ocorria uma diminuigdo dos niveis do RNA mensageiro
(mRNA) do CFTR, da expressdo proteica e da funcdo deste canal idnico.

Note-se que ainda em estudos in vitro envolvendo células epiteliais das vias
aéreas foi possivel apurar que esta reducédo € dose-dependente no transporte ionico de

cloro mediado pelo CFTR ap0s exposicdo a EFT.

Raju e colegas confirmaram in vivo a inibi¢do do CFTR pelo FT num modelo
de rato, tendo demonstrado que exposi¢cdo ao FT leva a uma diminuicdo da atividade
do CFTR (14).

Importa referir que a alteragdo da funcdo do CFTR dos macrofagos expostos a
fumo de tabaco afeta a capacidade de fagocitose e eliminacdo de bactérias por estas
células e pode contribuir para a sobrevivéncia aumentada das bactérias nas vias aéreas

de ratos expostos repetidamente ao fumo de tabaco por trés semanas (3).

Apesar de a inibicdo da atividade do CFTR induzida pelo fumo do tabaco ser
apenas parcial esta diminuigdo funcional é equivalente a observada em doentes com

mutacdes do CFTR classificadas como ligeiras/varidveis associadas a FQ clinica (6).

Adicionalmente, foi demonstrado que o FT reduz a profundidade do ASL por
internalizacédo parcial do CFTR, sendo que estes efeitos da exposi¢do ao EFT néo se
limitaram as vias aéreas, tendo-se observado efeitos semelhantes em células epiteliais
intestinais e dos seios perinasais (14). De facto, uma cohort publicada em 2013 de
fumadores e ex-fumadores com e sem DPOC descreveu um aumento da concentragao
de cloro no suor nestes individuos quando comparados com 0s controlos (nunca
fumadores e saudaveis), bem como certas doencas extrapulmonares associadas a
mutagOes do gene do CFTR se correlacionam independentemente com a exposi¢éo
FT/fumadores, apoiando estes factos que a diminui¢do de funcdo do CFTR ocorre ndo

SO nas vias respiratorias, mas também noutros tecidos (15,16).

Relativamente aos mecanismos moleculares e celulares que medeiam o efeito
em causa, a exposic¢ao ao fumo do tabaco demonstrou afetar a transcrigéo do gene do
CFTR, a probabilidade de abertura deste canal, assim como reduziu a quantidade e

estabilidade do mRNA e da proteina madura do CFTR, podendo inclusive conduzir a



remocdo do CFTR da membrana plasmatica através de um aumento do calcio

citoplasmatico (3,4,14).

No que diz respeito aos elementos do fumo do tabaco que conduzem aos
mecanismos referidos e, posteriormente, as alteragdes da fungdo do CFTR, importa
referir as evidéncias conhecidas (14).

Neste ambito, estudos indicam que a nicotina e a cotinina ndo terdo um papel

preponderante na mediacdo da disfuncdo do CFTR induzida pelo fumo do tabaco.

Por outro lado, o cAdmio e a acroleina parecem ser elementos de elevada
relevancia na inducéo de disfuncdo do CFTR pelo fumo do tabaco, sendo que estes
seus efeitos nocivos parecem ser atenuados com o recurso a antioxidantes (3).
Destaca-se, portanto, o stress oxidativo, sendo que os fumadores tém um nimero
aumentado de macréfagos alveolares, 0s quais sdo constantemente estimulados a
libertar quantidades aumentadas de espécies reativas de oxigénio, simultaneamente ha
uma libertacdo aumentada de IL-8 pelo epitélio respiratdrio que leva a migracdo de
um grande nimero de neutréfilos, contribuindo ainda mais para o stress oxidativo na
superficie do epitélio respiratorio. Por outro lado, o fumo do tabaco em si constitui
uma fonte significativa de oxidantes, incluindo radicais livres e metais toxicos (como
cadmio e acroleina). Estudos de linhagens celulares com CFTR wild type
demonstraram que uma exposicao prolongada das células a stress oxidativo conduz a
uma diminuicdo da expressao do gene, dos niveis proteicos e da funcdo do CFTR,
juntamente com outras alteracGes fisiologicas que fazem parte da resposta
antioxidante. Assim, estas observacdes apoiam fortemente a hipétese de que a
modulacdo da expressdo do CFTR ap06s varias exposicdes a oxidantes representa uma
resposta fisioldgica coordenada, com efeitos nocivos ao nivel da MCC (3).

Quanto as substancias que podem condicionar este stress oxidativo,
demonstrou-se que a acroleina (¢ um composto de aldeido insaturado obtido pela
desidratagéo da glicerina) presente no fumo do tabaco inibe a funcédo de canal do
CFTR, sendo este efeito parcialmente atenuado com recurso a antioxidantes. Em
estudos in vitro e in vivo a acroleina causou reducdes agudas e dose dependentes da
funcéo do CFTR nas vias aereas e em tecidos extrapulmonares. (3,14). Em adicdo, o
cadmio é um metal pesado toxico com 20 a 30 anos de semi-vida, que se acumula nos

pulmdes de fumadores. Este diminui a expressao e fungdo da proteina CFTR nas
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células bronquicas epiteliais humanas, relacionando-se os niveis de cadmio no
pulméo, independentemente da duracao dos habitos tabagicos, com a gravidade da
DPOC em doentes. Assim, estes dados sugerem que a acroleina e o cdmio sdo
importantes contribuidores para a disfun¢do do CFTR causada pelo fumo do tabaco
(3,14).

Por outro lado, o nivel de arsénio, outro elemento do fumo do tabaco
altamente toxico, estd aumentado nos fumadores e diminui a expressdo de CFTR. Por
ultimo, o tabaco constitui um aerossol &cido, expondo as vias aéreas a um pH
reduzido, o que, por si so, é suficiente para diminuir a fungdo do CFTR, podendo,
inclusive, aumentar de forma sinérgica os efeitos inibitorios sobre o CFTR dos outros

componentes do fumo do tabaco (3,14).

Assim, o tabaco pode afetar a expressao e funcdo do CFTR através de mais do
gue um mecanismo, destacando-se que mesmo a exposicao passiva a fumo de tabaco
pode condicionar uma diminuigéo da funcéo do CFTR. De facto, um estudo
demonstrou que, in vitro, ocorre uma diminuicao da funcdo do CFTR ap6s exposi¢cdo
a FT, assim como a exposi¢do a FT se associa a um aumento da acroleina e a um
atraso da MCC (3,14).

Por ultimo, relativamente aos efeitos do tabaco na disfuncdo do CFTR, coloca-
se a questdo de que se esta funcdo reduzida se mantém ou ndo apos a cessacao
tabagica. Apesar de o NPD em ex-fumadores com DPOC poder revelar valores
normais de transporte de cloro, sugerindo uma recuperacdo da funcdo do CFTR, a
recuperacdo da funcdo do CFTR parece ser diferente nos pulmdes e nas vias aéreas da
cavidade nasal, sendo importante medir a diferenca de potencial nas vias aéreas
inferiores (LAPD). De facto, a correlagdo entre a LAPD e a NPD pode ser fraca,
sobretudo em ex-fumadores, onde um defeito parcial do transporte de cloro pode
manter-se apesar da cessacao tabagica, o que sugere que um defeito parcial da funcéo
do CFTR pode manter-se. Com efeito, fatores locais Unicos das vias aéreas inferiores
poderdo contribuir para esta diferenca, nomeadamente insultos adicionais como, por
exemplo, uma degradacdo mantida do CFTR pela elastase neutrofilica humana, bem
como a hipoxia local nas vias aéreas inferiores (6,17). Assim, existe evidéncia de que,
mesmo apos a cessacgao tabagica, alguma disfuncao tabagica pode persistir tanto no

pulmao (sobretudo nas vias aéreas inferiores) como em outros 0rgaos e sistemas (14).
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A diminuicdo do transporte anidénico mediado pelo CFTR como consequéncia
do fumo do tabaco foi extensamente validada por diversos estudos, sendo que 0s
mecanismos envolvidos claramente implicam disfuncdo do CFTR. Destacam-se 0s
estudos que demonstram, in vivo, que a exposi¢ao a fumo de tabaco afeta
marcadamente a funcdo do CFTR em fumadores saudaveis e com DPOC.
Consequentemente, as vias aéreas da nasofaringe, o parénquima pulmonar e tecidos
sistémicos de individuos expostos ao fumo de tabaco estdo todos em risco de
consequéncias significativas da disfuncdo do CFTR, como explicitado a frente (3).

Outros fatores ambientais gue podem condicionar disfuncdo do CFTR

Tal como referido, existem outros fatores além da exposicao ao fumo do tabaco

que podem condicionar uma disfuncdo do CFTR.

Em primeiro lugar, a exposicdo a determinadas substancias pode condicionar as
alteracdes do CFTR em causa, nomeadamente a exposi¢do ao alcool. Efetivamente
um consumo abusivo de alcool esta associado a um risco aumentado de infegdes
respiratdrias, sendo que a exposic¢do in vitro de células epiteliais ao etanol condiciona
uma reducéo dose dependente do transporte ionico de cloro mediado pelo CFTR,

sugerindo entdo que in vivo poder-se-a verificar a mesma disfuncdo do CFTR (16,18).

Adicionalmente, metais pesados como o cadmio (ja referido e presente no fumo do
tabaco) também j& foram descritos como responsaveis por efeitos negativos na funcéo
do CFTR (6,19).

Por outro lado, condic¢des locais como estados pro-inflamatérios, hipoxia, acidose
e stress oxidativo também podem condicionar alterac@es da funcéo do CFTR.

Com efeito, os niveis de oxigénio, nomeadamente a hipoxia, podem condicionar
em células humanas uma diminuicdo significativa e reversivel do mRNA, proteina e
funcéo do CFTR, sendo os mesmos efeitos verificados em ratos in vivo. De referir
ainda que, em tecidos pulmonares hipoxémicos humanos (retirados antes de um
transplante pulmonar), encontra-se, também, uma diminuicdo do mRNA do CFTR.
Um estudo recente demonstrou uma reducéo de cerca de 60% da funcdo do CFTR em
alpinistas. Neste sentido, uma diminui¢do da MCC pode obstruir segmentos extensos

da superficie pulmonar em doencas como a FQ, DPOC e asma, sabendo-se que
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camadas espessas de muco cobrindo significativas regides do pulmao podem afetar o
suprimento de oxigénio local. Posto isto, os estudos referidos apontam para a
possibilidade de este estado de hipdxia local e deficiéncia de mRNA do CFTR
consequente poderem ser potenciais contribuidores para a obstru¢cdo mediada pelo
muco, formacéo de bronquiectasias e lesdo pulmonar num contexto clinico, fazendo
parte da fisiopatologia da FQ bem como de outras doencas pulmonares com
alteragdes da MCC mais comuns. Assim, fatores ambientais que induzem hipoxia
regulam o mRNA do CFTR e o transporte epitelial de cloro in vitro e in vivo,

podendo ter implicac@es clinicas relevantes (20).

Em adicdo, a reposta a um estado de stress oxidativo elevado, assim como um

estado de acidose local, condicionados pela exposicao ao aerossol cido do fumo do
tabaco ou por outros estimulos ambientais com os mesmos efeitos, como ja referido,

podem igualmente conduzir a uma disfuncdo do CFTR (3).

Por ultimo, estados pré-inflamatdrios também se associam a disfuncéo do CFTR.

Tal como demonstrado por Rab et al., ambientes pro-inflamatérios induzem UPR
(unfolded protein response) e, consequentemente reduzem a fungdo do CFTR (6).
Também existe evidéncia de que, especificamente, a inflamac&o neutrofilica pode
reduzir a funcdo do transportador idnico referido, nomeadamente demonstrou-se que a
elastase neutrofilica degrada o CFTR e inibe o transporte iénico mediado pelo mesmo
(14).

Assim, constata-se que diversos elementos, além da exposi¢do ao fumo do tabaco,
podem conduzir a disfuncdo adquirida do CFTR, sendo que mais estudos serdo
necessarios para compreender qual a contribuicdo relativa de cada um destes fatores
para a alteracdo da funcdo do transportador idnico em causa. Denote-se que estes
elementos poderdo contribuir para a manutencao da disfungdo do CFTR observada

apos a cessacdo tabagica nos fumadores.
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Disfuncdo do CFTR e doencas respiratorias

Ap0s explicitadas as formas como diversos fatores podem conduzir a
disfuncdo do CFTR (adquirida ou ndo) e as alteragGes consequentes do transporte
i6nico e da MCC, importa agora compreender de que forma esta disfuncdo pode ter de
facto um papel na fisiopatologia e, eventualmente, na gravidade de certas doencas das

vias respiratorias.

Implicag6es da disfungéo do CFTR na DPOC

A DPOC é uma doenca associada aos habitos tabagicos com grande e
crescente relevancia socioecondémica, sobretudo nos paises desenvolvidos, prevendo-
se que, em 2030, seja a terceira causa de morte e morbilidade no Mundo. Esta
patologia caracteriza-se por obstrucdo do fluxo aéreo expiratorio persistente (ndo
totalmente reversivel) e progressiva, associando-se a um conjunto de sintomas e sinais
respiratérios e sistémicos. Com efeito, dispneia, tosse, sibilos, fadiga, disturbios do
sono, bem como ansiedade e depressao sdo frequentes nestes doentes. Apesar das
diversas estratégias terapéuticas aplicadas a estes doentes, muitos continuam a ter
sintomas regulares que afetam as suas atividades da vida diaria, conduzindo a uma

significativa morbilidade (21,22).

Na DPOC, existem trés componentes, o enfisema (definido anatomicamente),
a bronquite cronica (definida clinicamente) e também doenca das pequenas vias
aéreas (com estreitamento dos bronquiolos distais). Os doentes com DPOC,
historicamente, foram agrupados em duas categorias, conforme o componente da
DPOC predominante (enfisema ou bronquite). No entanto, a maior parte os doentes
apresenta elementos de ambas as componentes e 0 exame fisico ndo permite
diferencia-las adequadamente. Evidéncia cientifica mais recente permitiu evidenciar
caracteristicas adicionais da DPOC que contribuem para o fenétipo dos doentes,
incluindo a propenséo para desenvolver exacerbagdes frequentes, caquexia e
hiperreactividade bronquica. De facto, ha necessidade de uma abordagem mais
dirigida que identifique as subpopulacdes de doentes com DPOC, atraveés de

caracteristicas clinicas ou moleculares discretas, que permita definir subfenétipos.
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Estes subfenotipos poderiam permitir, por exemplo, uma terapéutica personalizada

mais eficaz (14).

Semelhancas DPOC — FQ
Existe uma sobreposi¢do considerdvel no fendtipo clinico de pacientes com

FQ e DPOC, estando ambas associadas a alteracfes da clearance e hipersecrecdo de

muco e, consequentemente a doenca obstrutiva das vias aéreas (14).

Individuos com DPOC apresentam, frequentemente, caracteristicas
fisiopatoldgicas semelhantes as da FQ, incluindo estase e acumulagdo de muco e, tal
como na FQ, na DPOC a principal caracteristica trata-se da restri¢cdo do fluxo de ar
(6,14). Em ambas estas patologias ocorre hipersecrec¢éo e acumulagdo de muco e
hiperplasia de celulas caliciformes, assim como, j& foi reportada uma alta incidéncia
de bronquiectasias nos doentes com DPOC. Estas alteracdes patologicas conduzem a
ineficaz MCC, colonizacgdo bacteriana cronica e inflamacéo neutrofilica persistente,
tal como na FQ (6,14).

Caracteristicas comuns entre a DPOC e a FQ estendem-se além dos tecidos
pulmonares, nomeadamente alteracdes dsseas, da regulagdo da vitamina D e patologia
cardiovascular. Estas manifestacdes extrapulmonares da DPOC e FQ sdo areas ainda

em investigacdo e que podem estar associadas a disfuncdo do CFTR (3).

A medida que a DPOC se agrava, os doentes desenvolvem agravamento da
obstrucdo das vias respiratorias, dispneia progressiva, inflamacdo mantida das vias
aereas, infe¢bes bronquicas cronicas e exacerbacbes respiratdrias agudas. Sendo que
cada uma destas manifestacGes também constituiu uma caracteristica cardinal da
doenca pulmonar na FQ, levantando a possibilidade da existéncia de vias comuns nos
mecanismos que conduzem a DPOC e FQ. Tendo em conta também a supressao do
CFTR causada pelo tabaco, inflamacéao neutrofilica e hipoxia referidas anteriormente,
existe entdo uma forte probabilidade de que a disfungdo do CFTR pode ter um papel
relevante na fisiopatologia da DPOC, podendo esta condicionar as tais vias comuns
(3,14).

Por fim, tal como referido, determinantes das variantes fenotipicas da DPOC

ndo sdo completamente compreendidos e provavelmente refletem a heterogeneidade
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dos modificadores geneéticos desta doenca, tal como ja foi reportado em relacédo a FQ

).

Disfuncdo CFTR e DPOC
Efetivamente, nos doentes com DPOC tende a ocorrer uma atividade reduzida

do CFTR, tanto nas vias aéreas superiores como nas inferiores.

De facto, doentes com DPOC apresentam niveis reduzidos de expressdo e
atividade (diminuicéo em cerca de 50%) do CFTR, medidos através da NPD. Este
defeito no transporte do cloro observado ndo € explicado por alteracGes da integridade
da mucosa do nariz e parece ser especifico do CFTR. No sentido de confirmar que
estas alteracdes se encontram igualmente presentes nos pulmdes, também foi medida
a LAPD nos doentes com DPOC (sedados), tendo-se verificado igualmente um
declinio marcado da atividade do CFTR (também uma diminui¢do em cerca de 50%)
(14).

Por ultimo, a alteracdo da funcdo do CFTR descrita na DPOC reflete-se
igualmente fora das vias respiratdrias, nomeadamente nas glandulas sudoriparas e em
intestino humano, verificando-se uma reducéo da funcdo do CFTR semelhante a
observada em doencas associadas ao CFTR (reducéo de cerca de 50% nas glandulas e
de 60% no intestino). Assim, estes resultados sugerem que anomalias da funcéo do
CFTR na DPOC podem igualmente ocorrer em locais longe da inalagdo direta,

mesmo em individuos que ja ndo fumam (14).

Concluindo, niveis relevantes de disfuncdo do CFTR estéo presentes nos
pulmdes e tecidos extrapulmonares dos doentes com DPOC e podem ser detetados

através de marcadores in vivo (14).

Apesar de a relacdo da disfuncdo do CFTR ser mais evidente ao nivel das
manifestagdes da bronquite cronica (ao condicionar alteragdes da clearence e
acumulacao de muco, por exemplo), esta alteracdo da funcdo também se associa a

ocorréncia enfisema.

Com efeito, 0 CFTR esta envolvido na regulacéo da sintese de ceramida e na
sinalizagdo na lesdo pulmonar e enfisema, sendo que a disfun¢éo do CFTR leva a
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acumulacao de ceramida. Por sua vez esta acumulacdo associa-se ao desenvolvimento
de DPOC e inflamacéo pulmonar crénica, correlacionando-se a quantidade de
ceramida de forma direta com a gravidade do enfisema e inversamente com a fungéo
do CFTR. A ceramida é um lipido composto pelo alcool esfingosina e um acido gordo
de cadeia longa, é a molécula base dos esfingolipidos, muito abundantes na bicamada
lipidica das membranas celulares. Neste sentido, a hipofuncéo do CFTR conduz a
acumulacdo de ceramida, lesdo pulmonar e enfisema, o que podera ter implicagdes

terapéuticas como referido a frente (5).

Além disso, em diversos modelos de ratos, reducdes da abundancia da
proteina CFTR observaram-se em associacao com o enfisema induzido pelo tabaco
(3). Por fim, a obstrucdo mucosa (associada a disfuncdo do CFTR) ocorre na maioria
dos doentes com DPOC, incluindo nos que apresentam um fenotipo
predominantemente enfisematoso, apesar de esta caracteristica ser clinicamente mais

evidente nos doentes com bronquite cronica (22).

Causas da disfuncdo do CFTR na DPOC

Relativamente as causas que podem potenciar a disfuncdo do CFTR na DPOC,

tem-se, por um lado, os fatores ambientais ja explicitados que com frequéncia se
associam a esta patologia. Neste ambito importa referir a exposi¢do ao fumo do
tabaco, hipoxia e acidose local, stress oxidativo e estado pré inflamatorio, destacando-
se relativamente a este Gltimo os niveis elevados de elastase neutrofilica (induz

degradacdo do CFTR) presentes nas vias aéreas dos doentes com DPOC (14).

Por outro lado, a disfuncdo do CFTR presente na DPOC parece ser
influenciada pelo patrimonio genético dos doentes, assim como pode influenciar os
padrdes de expressdo genética. De facto, devido as semelhancas em diversas
manifestacdes clinicas da FQ e DPOC, alguns investigadores tentaram perceber se
havia uma correlagdo entre mutacdes do gene do CFTR e o risco de DPOC.
Logicamente, no inicio grande foco foi colocado na muta¢do que mais
frequentemente causa FQ, F508del, a qual condiciona uma reducéo de 50% da funcao
do CFTR. No entanto, apesar de portadores da mutagdo em causa apresentarem
reducdes do FEV1 (volume de ar expirado no primeiro segundo de uma expiracéo

forgada) e da FVVC (capacidade vital forgada) quando comparados com uma
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populacdo sem mutacdo, estudos foram incapazes de demonstrar um risco aumentado
de DPOC nestes individuos heterozigdticos. Contudo, em alguns estudos reportou-se
uma incidéncia aumentada dos alelos R57Q e M470V do CFTR em individuos com
DPOC. Sendo mesmo que a variante M470V tem sido associada a uma diminuigéo de
3 a4 vezes o risco de DPOC grave. Assim, mutacGes do CFTR poderéo efetivamente

contribuir para a disfuncdo do CFTR e influenciar o fenotipo na DPOC (3,23).

Disfuncdo do CFTR e clinica da DPOC

A disfungédo do CFTR observada na DPOC leva, portanto, a alteragfes do

transporte mucociliar com uma diminui¢do da MCC, contribuindo para a estase do

muco e obstrucdo das vias aéreas, além da ja referida associagdo com o enfisema (6).

Neste sentido, existe, efetivamente, evidéncia cientifica de que a disfungéo do
CFTR pode correlacionar-se de forma significativa com o fenétipo na DPOC,
condicionando as manifestacdes clinicas e, inclusive, a gravidade desta patologia.
Este facto reveste-se de l6gica dado que a estase de muco (propiciada pela hipofuncéao
do CFTR) é um importante preditor da morbilidade e da mortalidade na DPOC (6).

Com efeito, in vivo, a diminuicdo da atividade do CFTR medida através NPD
foi preditiva da gravidade dos sintomas de bronquite (determinados através da escala
Breathless Cough and Sputum Score - BCSS). Mais, doentes com DPOC e historia de
exacerbagdes no ultimo ano demonstraram uma fungdo do CFTR inferior em 35%
face aqueles sem historia de exacerbac@es. Tal como na NPD, na LAPD e nos tecidos
extrapulmonares (intestino e glandulas sudoriparas) as diminuicdes de funcéo do
CFTR associaram-se a dispneia e a bronquite cronica, influenciando a gravidade da
DPOC (14). Por altimo, um estudo confirmou que doentes com disfuncdo mantida do
CFTR estdo mais predispostos a sintomas secundarios ao atraso do transporte
mucociliar, havendo uma relagédo desta hipofung@o com a gravidade da tosse cronica

diéria, independentemente da cessacao tabagica (6).

Assim, estes resultados apontam para o facto de as deficiéncias adquiridas da
atividade do CFTR estarem proporcionalmente relacionadas com a clinica dos
doentes, nomeadamente, nos sintomas de bronquite crénica, dispneia, gravidade da

DPOC e frequéncia de exacerbagdes (14).
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Resumindo, existem semelhancas patologicas e fenotipicas entre a DPOC e a
FQ, sendo que, de facto, a disfuncdo do CFTR parece contribuir para o
desenvolvimento da DPOC, podendo esta mesma disfuncéo ser adquirida e/ou ser
influenciada por caracteristicas genéticas do individuo. Esta relacdo da funcdo do
CFTR com a DPOC reveste-se de particular importancia por se correlacionar com as
manifestacdes clinicas, incluindo a gravidade da doenca, o que podera ter implicacfes

terapéuticas, como referido a frente.

Implica¢tes da disfuncdo do CFTR na Asma

A asma e uma doenga multifatorial associada a uma interagdo complexa entre
fatores ambientais e genéticos. A asma pode definir-se como uma doenca inflamatéria
cronica das vias aéreas, em que ocorrem obstrucdes do fluxo episodicas e reversiveis.
Esta inflamac&o caracteriza-se patologicamente por infiltracdo eosinofilica
proeminente e recrutamento de células Th2, funcionalmente por hiperreactividade
bronquica e clinicamente por tosse, sibilos e dispneia (8,24). Simultaneamente, ocorre
alguma remodelacdo das vias aéreas, com lesdo epitelial, espessamento da membrana
basal por deposicéo de colagénio e hipertrofia da camada de musculo liso e das
glandulas mucosas. As exacerba¢des de asma sdo episodios agudos ou subagudos de
agravamento progressivo de sintomas e sinais como dispneia, tosse, sibilos e sensacéo
de aperto toracico. Diversos fatores podem influenciar o desencadear duma

exacerbacéo (14,24).

Neste sentido, o muco resultante do processo inflamatério referido é
anatomopatologicamente distinto do dos individuos saudaveis, particularmente
durante as exacerbacdes. Este muco alterado na asma apresenta algumas
caracteristicas em comum com o muco presente na FQ, incluindo uma densidade
aumentada, alta concentragdo de proteinas plasmaéticas e niveis particularmente
elevados de proteases (como a elastase neutrofilica). Com efeito, na asma ocorrem
alteracdes da MCC, podendo também ocorrer dismotilidade ciliar (na sequéncia de
anomalias epiteliais) e bronquiectasias na asma grave. No caso da asma com
bronquiectasias, esta tem um progndéstico particularmente mau, incluindo aumento da

ocorréncia de infecdes e da frequéncia de exacerbacGes e reduzida resposta a
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terapéutica, remetendo estas caracteristicas igualmente para uma forma ligeira de FQ.
Assim, na asma encontram-se, igualmente, caracteristicas anatomopatoldgicas e
clinicas que remetem para a FQ e sugerem a possibilidade da existéncia de vias
comuns na fisiopatologia destas duas doencas (14).

Posto isto, tem-se investigado de forma extensa de que forma alterac6es
geneéticas do gene do CFTR poderao surgir associadas a suscetibilidade aumentada
para asma. No entanto, as evidéncias disponiveis atualmente sdo inconclusivas e
mesmo contraditorias (tendo reportado diferentes estudos uma associagdo positiva,
protetora e nula entre asma e mutagdes do CFTR), para determinar se 0s doentes com
asma terdo disfuncdo do CFTR determinada geneticamente (8,14). De facto, um
estudo de Schroeder e colegas reportou, inicialmente, um efeito protetor para a
doenca asmatica em heterozigéticos para a mutagdo F508del, enquanto um estudo
maior dinamarqués refutou esta associacao e reportou uma correlacéo da heterozigotia
para a mutacdo F508del com uma obstrucdo das vias aéreas mais grave (14).
Simultaneamente, uma evidéncia mais recente sugeriu uma associacdo entre a asma
brénquica do tipo neutrofilica e heterozigotia para a mutagdo F508del (14). Estes
resultados contraditérios podem dever-se a diferengas nos grupos étnicos selecionados
para os estudos ou a influéncia significativa dos fatores ambientais na patogénese da

asma (8).

Destaca-se, adicionalmente, um estudo mais recente do que os referidos, com
foco na populacéo indiana que analisou a frequéncia de 6 mutagdes (F508del, G542X,
G551D, R117H, W1282X, e S549N) e um polimorfismo (IS8 T5) do gene CFTR,
tendo encontrado resultados interessantes (7). Verificou-se, nomeadamente, uma
prevaléncia aumentada, de cerca de 24% de heterozigotia destas alteracdes do CFTR
nos doentes asmaticos (face a 9,3% no grupo controlo), sendo a alteracdo mais
frequente o polimorfismo 1VS8 T5 (este alelo conduz a uma proteina CFTR com uma
condutancia de cloro alterada, podendo aumentar a suscetibilidade para doencas
obstrutivas pulmonares), presente em 42% destes doentes heterozigdticos, seguido,
por ordem decrescente de frequéncia, pelas mutacbes G551D (23%), G542X (18%),
S549N (8%), F508del (7%) e R117H (2%) (7). Em relacdo a mutagdo G551D, um
estudo caso controlo dos mesmos autores em criancas indianas demonstrou uma
frequéncia aumentada da mutagdo G551D nos doentes asméticos e uma reducdo mais

marcada do FEV1 e da FVC nos portadores dessa mutacao, remetendo para um risco
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aumentado de asma e da gravidade dessa doenca nestes doentes (24). Neste sentido,
apesar de uma influéncia contraditoria da mutacdo mais frequente na FQ (F508del)
encontrada em diferentes estudos, ha evidéncia de que outras mutagdes e
polimorfismos do CFTR poderéo ter um papel singular e relevante na fisiopatologia e,

mesmo, na gravidade da asma, dada a sua prevaléncia aumentada (7,24).

Concluindo, ha necessidade de mais investigacao em diferentes populacdes com
asma e com critérios bem definidos para compreender que influéncia poderdo ter as
diferentes mutac@es e polimorfismos do gene do CFTR na etiologia e fenotipo dos
doentes com asma (8,14). Assim, mais evidéncia cientifica podera de facto permitir
compreender a importancia relativa dos efeitos compostos dos multiplos alelos do
CFTR existentes, dos genes modificadores, dos fatores ambientais e de caracteristicas

étnicas na asma.

Por outro lado, colocou-se igualmente a hipotese de poder ocorrer disfungédo
adquirida do CFTR nos doentes asmaticos, nomeadamente induzida pela inflamacao
cronica que caracteriza esta patologia (ha auséncia de mutagdes genéticas). No
sentido de clarificar esta hipétese realizaram-se estudos in vitro e in vivo, com
exposicdo a interleucinas Th2 que tém um papel central na asma alérgica, como a IL-
13 e a IL-4. Com efeito, estudos in vitro analisaram os efeitos da exposi¢édo a IL-13
em células humanas epiteliais das vias aéreas, sendo que, uma exposic¢do aguda
reduzia os niveis da proteina madura CFTR na superficie da membrana celular destas
células. Por outro lado, uma exposi¢ao cronica a esta interleucina e a IL-4 aumentou a
condutancia de cloro dependente do CFTR. Igualmente, estudos in vivo demonstraram
aumento da atividade do CFTR na traqueia excisada de ratos ap6s exposi¢do a IL-13.
Apesar destes modelos sugerirem um aumento e ndo uma reducdo do transporte
mediado pelo CFTR, estes focaram-se em vias inflamatorias caracteristicas da asma
alérgica, podendo ndo se aplicar aos casos de asma grave e durante as exacerbacdes
em que ha uma tendéncia no sentido do predominio de uma inflamacao neutrofilica,
que se aproxima mais do padréo da FQ e da bronquite crénica (14). Resumindo,
permanece a possibilidade de a disfungédo adquirida do CFTR ter um papel importante
na asma neutrofilica, apesar de na asma com dominio eosinofilico na inflamacéo
parecer protegida deste mecanismo mal adaptativo com hipofuncéo do CFTR.
Destaca-se igualmente a possibilidade de outros fatores ambientais, como a hipoxia
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local (uma diminuicédo da clearence de muco pode obstruir segmentos extensos da
superficie pulmonar e afetar o suprimento de oxigénio local), poderem condicionar
disfuncédo do CFTR (20), podendo ser relevante medir o transporte dependente do
CFTR em doentes asmaticos, nomeadamente através da NPD. Preconiza-se, pois,
mais investigacdo nesta area de forma a permitir eventuais aplicacdes terapéuticas

dirigidas ao CFTR nesta patologia (14).

Concluindo, a disfuncdo do CFTR seja esta adquirida ou determinada
geneticamente parece ter um papel relevante na asma, no entanto as evidéncias
atualmente disponiveis ndo séo claras e importa realizar estudos dirigidos a
populacdes especificas (em termos de etnia e fendtipo da asma, por exemplo) por

forma a clarificar o papel da hipofuncédo do CFTR nesta doenca.

Implica¢des da disfuncdo do CFTR na Aspergilose Broncopulmonar Alérgica

A ABPA constitui uma complexa reacao de hipersensibilidade secundaria a
presenca de Aspergillus fumigatus na arvore traqueobrénquica. Esta reacdo complica
o curso clinico de 2-32% dos asmaticos e 1-15% dos doentes com FQ. A ABPA
apresenta-se com diversas manifestacdes clinicas e radiologicas, geralmente com
asma nao controlada, infiltrados pulmonares e bronquiectasias centrais. Esta doenca
responde aos glicocorticoides e um diagndstico e tratamentos precoces podem evitar o
desenvolvimento de bronquiectasias, uma manifestacdo irreversivel de lesdo
pulmonar. O desenvolvimento ou ndo de ABPA parece ser influenciado por fatores

genéticos, tendo sido reportada incidéncia familiar desta patologia (10).

A ABPA partilha diversas caracteristicas com a doenca pulmonar associada a FQ,
incluindo ocorréncia de sibilos, infiltrados pulmonares, bronquiectasias proximais e
impactagdo mucoide. Adicionalmente, a ABPA pode também complicar o curso
clinico da FQ, sugerindo que a disfuncdo do CFTR pode estar envolvida na
fisiopatologia da ABPA (10).

Em doentes com FQ, a disfuncdo do CFTR afeta ndo so as células epiteliais, mas
também os linfocitos, sendo este transportador importante para manter uma relagéo
adequada Th1/Th2 nos linfécitos TCD4. De facto, in vivo na auséncia do CFTR

ocorre uma resposta inflamatoria Th2 excessiva em resposta aos antigénios do A.
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fumigatus. Neste sentido, 0 CFTR tem influéncia na diferenciacdo de células T CD4+,
tendo provavelmente um papel importante no desenvolvimento duma resposta imune

adequada ao A. Fumigatus (10).

Face a esta provavel associacdo de hipofuncdo do CFTR e ocorréncia do ABPA,
averiguou-se a possibilidade de mutacGes do gene deste transportador poderem ter um
papel na patogenia da ABPA. De facto, verificou-se uma ocorréncia aumentada de
uma mutacdo do CFTR em doentes com ABPA quando comparados com a populacao
em geral, com uma razao de probabilidades (OR) de cerca de 10,39. Também em
comparacdo com a populacéo asmética no geral se verificou uma maior incidéncia de
heterozigotia para mutag¢6es do gene do CFTR na ABPA, com um OR de 5,53. Estes
resultados apoiam a possibilidade de mutacdes do CFTR terem um papel na ABPA
(10).

Contudo, nem todos os doentes com ABPA apresentaram mutacdes do gene do
CFTR, o que aponta para a existéncia de outros genes modificadores que podem
influenciar a ocorréncia desta patologia. Por outro lado, pode pensar-se também que
as mutacdes do gene do CFTR influenciem a gravidade da ABPA apesar de ndo
serem um fator necessario para o desenvolvimento desta doenca. Efetivamente, ha
uma maior prevaléncia das mutacdes em causa em doentes com ABPA grave, assim
como, quanto maior o grau de disfuncdo que se sabe que é condicionado por uma
mutacdo, maior a gravidade da ABPA. Por exemplo, num estudo, doentes com CFTR
com uma funcdo menor (mutacdes classes I-111), apresentaram uma doenca mais
grave do gque doentes com mutagdes que condicionam menor disfuncéo deste
transportador (IV-V). Assim, a ABPA parece poder constituir uma doenga associada
ao CFTR (10).

Concluindo, parece haver uma associa¢do entre mutacées do gene do CFTR e a
ABPA, podendo estas mutacdes, inclusive, condicionar a gravidade da doenca. Este
facto pode ajudar a identificar grupos com risco de desenvolver ABPA, permitindo
uma intervencao e eventual prevencédo precoces. Por ultimo, a ABPA parece ser uma
doenca com heranca poligénica, onde mutacdes em diferentes vias interagem com

fatores ambientais, culminando no fenétipo dos doentes (10).
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Implicagdes da disfuncdo do CFTR nas Bronquiectasias Difusas (DB) nao
associadas a FQ

As DB séo definidas como uma dilatacdo anormal e irreversivel dos subsegmentos
proximais dos brénquios. Os sintomas principais incluem tosse crénica, expetoragdo
purulenta e infecdes respiratorias inferiores recorrentes, assim como a maioria dos
doentes apresenta um grau variavel de obstrucao bronquica. Existem diversas causas
de DB como FQ, infe¢des na infancia, defeitos da imunidade, ABPA, aspiragéo de
irritantes, discinesia ciliar primaria, doencas do tecido conjuntivo, colite ulcerosa,
défice de alfa-1 antitripsina, entre outros. Contudo, em cerca de 50% dos casos nao €

possivel identificar uma causa (25).

No caso de DB causadas por FQ, podem surgir associadas outras caracteristicas
tipicas da FQ (por exemplo insuficiéncia pancreética e infertilidade masculina),
podendo no entanto as DB ser o Unico sintoma clinico. O diagnostico baseia-se em
valores anormais do teste do suor (concentracdo de cloro no suor superior a 60
mmol/L), identificacdo de duas mutacdes causadoras de FQ no gene CFTR e/ou uma
NPD anormal (25).

Um estudo de Bienvenu e colegas procurou explorar a associagdo entre:
heterozigotia para mutagfes do gene do CFTR, disfungéo deste transportador nas vias
aereas (através da medicdo da NPD) e fend6tipo clinico nas DB, em doentes com prova
do suor normal. O estudo teve como ponto de partida, uma frequéncia aumentada (30-
53%) de mutacdes do CFTR em doentes com DB e prova de suor normal, reportada
anteriormente, 0 que sugeria que uma heterozigotia do gene do CFTR poderia ter
consequéncias patoldgicas. No entanto, faltava a estes estudos prévios comprovar

uma disfuncdo do CFTR nas vias aéreas e relaciona-la com o fend6tipo clinico (25).

Bienvenu e colegas encontraram, entdo, um continuo de disfuncdo do CFTR
(medido através da NPD) na populagdo estudada, desde valores normais nos controlos
saudaveis, valores intermédios nos doentes com DB (ndo associada a FQ) e valores
significativamente anormais nos doentes com FQ. Mais, esta disfun¢do do CFTR
relaciona-se com o gendtipo, sendo maior nos doentes com DB e mutag¢Ges do CFTR
do que sem mutac6es (DBO) e, inclusive, a NPD estd mais alterada nos doentes com
DB e duas mutacgdes do gene do CFTR (DB2) do que nos que apresentam apenas uma
mutacdo do mesmo gene (DB1). Esta correlacdo do genétipo com a NPD relacionou-
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se ainda com caracteristicas clinicas, nomeadamente com a colonizacdo brénquica por
Staphylococcus Aureus e Pseudomonas Aeruginosa, visto que se demonstrou com
uma frequéncia crescente nos grupos DBO, DB1 e DB2 e correlacionou-se igualmente
com o grau de disfungdo do CFTR. Por outro lado, correla¢fes entre gendtipo,
fenotipo electrofisioldgico e clinica ndo se verificaram noutros parametros, como foi
0 caso da avaliacdo da funcéo respiratoria (FEV1 e FVC) e da idade de inicio dos

sintomas (25).

Os doentes DB2 foram diagnosticados com DB associada a FQ atipica, ja que
apresentaram um genotipo e fenotipos clinico e electrofisiolégico diferentes do

esperado numa FQ tipica (25).

Assim, verifica-se que mesmo apenas uma mutacao do gene do CFTR pode ter
consequéncias patoldgicas em doentes com DB. De destacar que existem individuos
heterozigoticos para mutagdes do gene do CFTR saudaveis, pelo que a heterozigotia
por si ndo € suficiente para desenvolver doenca, havendo influéncia de outros fatores
genéticos e ambientais influenciando estes, eventualmente, outros canais i6nicos

importantes (25).

Concluindo, uma disfuncéo do transportador do CFTR determinada geneticamente
pode contribuir para o desenvolvimento e curso clinico de DB, havendo uma relacao
entre o genotipo do CFTR (incluindo uma mutagdo heterozigética do gene do CFTR)
e a disfuncdo deste nas vias aéreas (medida pela NPD) e o fen6tipo clinico dos

doentes com DB.

Implicagdes da disfun¢do do CFTR na Infe¢do Pulmonar por Micobactérias ndo
Tuberculosas

As Micobactérias ndo tuberculosas (NTM) sdo ubiquitarias no ambiente, mas
raramente causam doenca. As NTM historicamente eram vistas como microrganismos
de relevancia clinica limitada, ofuscadas pela agressiva micobactéria Mycobacterium
tuberculosis. Foi entdo o surgimento da pandemia do HIV que alertou para o papel das
NTM como infegOes disseminadas oportunistas major (26). Estas infecOes

micobacterianas ndo tuberculosas disseminadas ocorrem em contexto de
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imunodeficiéncia. Pelo contrario, infeces pulmonares isoladas por micobactérias ndo

tuberculosas (PNTMI) podem surgir em imunocompetentes (27).

As NTM podem ser transitoriamente isoladas de amostras como expetoracao e
podem colonizar locais como o pulmé&o, ou, pelo contrério, causar infecdo e doenca. A
distincdo destes dois estados clinicos pode ser complicada, contudo, é importante fazé-
lo, pois vai condicionar as decisdes clinicas e o progndstico. Uma definicdo aceitavel
de doenca pulmonar associada a NTM engloba a existéncia de manifestagdes clinicas
compativeis com esta doenca em individuos com isolamentos repetidos de NTM ao
longo do tempo. O tratamento pode ser mal tolerado e é menos eficaz que o da
tuberculose. Assim, uma identificacdo das pessoas em risco é importante pois permite

a realizacdo de intervencdes dirigidas e de uma potencial prevencéo da doenca (26).

PNTMI surgem geralmente associadas a doencas com MCC alterada, como a
FQ ou discinesia ciliar primaria. A suscetibilidade aumentada dos doentes com FQ para
PNTMI é clara, sendo que as culturas do trato respiratério de doentes com FQ apresenta
uma prevaléncia 10.000 vezes superior de NTM do que a populagdo em geral (26,27).

Adicionalmente, infecbes PNTM também ocorrem num grupo distinto de
doentes, nos quais, ndo se identifica nenhuma causa de base que possa predispor para a
ocorréncia desta infecdo. Em geral, estes doentes costumam ser mulheres de raga branca
no periodo pés menopausa com um morfotipo caracteristico (altas e magras),
diagnosticadas na sua sexta década de vida. Verificou-se que estes doentes apresentam
uma frequéncia superior de escoliose, pectus excavatum, prolapso da valvula mitral e
mutac6es do gene do CFTR, quando comparada com a observada no grupo controlo.
Mais, estes doentes parecem apresentar uma frequéncia de batimentos ciliares inferior
a dos individuos saudaveis controlo. Estas caracteristicas clinicas associadas a uma
incidéncia familiar de infecdes PNTM, sugerem que elementos genéticos podem ser

importantes na suscetibilidade a esta doenca (27).

Dado que as infegcdes PNTM ocorrem com frequéncia em doentes com
patologias que condicionam uma MCC alterada, inclusive na FQ, torna-se légico
considerar uma possivel influéncia de alteracbes genéticas do CFTR no
desenvolvimento desta infecdo. De facto, sabe-se que o grupo de doentes com infe¢des
PNTM sem doenca de base conhecida apresenta uma taxa de heterozigotia para

mutacdes do gene CFTR superior & do grupo controlo (27).

26



Com o objetivo de esclarecer esta influéncia genética na PNTM foi feita
sequenciacdo genética completa dos exomas de 69 doentes de raca branca com PNTM,
tendo sido comparada com as do grupo de controlo. Com efeito, neste estudo verificou-
se que os doentes com PNTM tém uma taxa aumentada de variantes de genes do sistema
imunitario, do CFTR, dos cilios e do tecido conjuntivo, assim como uma maior
probabilidade de apresentarem variantes em maultiplas categorias de genes, quando
comparados com os individuos do grupo controlo e com os seus familiares ndo afetados
(27).

Destaca-se que ocorre uma associacdo de doenca pulmonar por NTM em
pessoas com doencas estruturais pulmonares, nomeadamente DPOC e bronquiectasias
(prevaléncia NTM nas bronquiectasias, de cerca 9,3%), sendo que em ambas as doencas

a disfuncéo do CFTR parece igualmente ter um contributo (26).

Assim, a suscetibilidade para infecbes PNTM parece ser multigénica,
resultando o fendtipo dos doentes da combinacdo de variagdes em diferentes categorias
genéticas, incluindo mutagdes do CFTR, combinadas com influéncia de fatores
ambientais (27).
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Potenciais Implicaces Terapéuticas

Perante a evidéncia referida de que existe influéncia do CFTR no
desenvolvimento das diversas doencas respiratorias referidas, torna-se interessante e
I6gico procurar novas opcOes terapéuticas para as patologias em causa dirigidas a este

defeito.

Terapéuticas dirigidas na FQ
Atualmente existem estratégias terapéuticas cujo mecanismo de acao € dirigido
ao defeito do CFTR, estando em investigacdo diversas abordagens e dois farmacos ja

foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da FQ.

Por um lado, existem os moduladores do CFTR, que tém como alvo o defeito
da proteina do CFTR condicionado pela(s) mutacdo(des) do gene do CFTR em causa.
Estes moduladores sdo pequenas moléculas dirigidas a defeitos distintos do CFTR,
constituindo os potenciadores, corretores e agentes read-trough da traducdo /
supressOes de coddes stop prematuros, que intervém no gating, processamento e sintese
do CFTR, respetivamente. Deste modo, os potenciadores aumentam a probabilidade de
abertura do canal do CFTR, sendo Uteis nas mutaces classe Il e 1V, e, eventualmente
(necessitam que o CFTR esteja na membrana celular), quando combinado com outros
agentes nas classes | e Il. Os corretores parecem ser (teis nas mutagdes tipo II,
aumentando a disponibilidade de CFTR funcional na superficie celular e os agentes
read-trough poderao ser Uteis sobretudo nas mutacées classe I, conduzindo a producéo
de uma proteina CFTR completa. Por Gltimo, existem ainda outros moduladores do
CFTR em desenvolvimento clinico (fase 1b), incluindo agentes que modulam a via do
NO (mondxido de azoto) (2,28,29).

Por outro lado, a terapia génica podera também vir a ser uma opg¢ao
terapéutica na FQ, esta procura fornecer cépias da sequéncia codificadora wild-type,
permitindo a formacao de uma proteina CFTR normal. No entanto, ainda tem de
haver uma otimizacao desta terapéutica para que seja uma opg¢éo viavel, sendo

logisticamente de dificil aplicacdo e cara (28).
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O Ivacaftor constitui o primeiro modulador aprovado pela FDA para a
terapéutica da FQ, trata-se de um potenciador (existindo outros em investigacdo) com
capacidade de ativar multiplas formas do CFTR, incluindo o wild type, com mutages
tipo 111 G551D e também outras mutagdes classe 11, 1V e V. Em estudos controlados
aleatorizados conduziu a um aumento do FEV1 e da MCC, bem como a uma reducao
das exacerbacfes, dos sintomas em doentes, da ocorréncia de bronquiectasias e da
colonizacdo por P. aeruginosa, sem efeitos adversos significativos em doentes com FQ
e pelo menos uma mutacdo G551D ou outras mutagdes da classe Ill. Este farmaco
parece tambem ter efeitos benéficos no tratamento de doentes com mutacgdes classe 1V
(28). O Lumacaftor, um corretor do CFTR, associado ao Ivacaftor no tratamento de
doentes com FQ homozig6ticos para a mutacdo F508del, permitiu um aumento da
FEV1, estando aprovados pela FDA neste contexto. O uso isolado do Lumacaftor ndo
surtiu estes beneficios, sugerindo que o aumento do CFTR na superficie celular nestes
doentes ndo sera suficiente, havendo necessidade de potenciar a sua funcdo. Quanto aos
agentes read-trough, os primeiros encontrados foram os aminoglicosideos como a
gentamicina que, em estudos piloto, demonstrou aumentar o transporte de cloro
(verificado através da medicdo da NPD) em doentes com FQ e pelo menos uma
mutacdo nonsense. Na mesma populagdo, o Ataluren, outro agente read-trough, num
ensaio fase Il ndo demonstrou aumento do FEV1 ou outros parametros clinicos,
podendo os seus efeitos benéficos ter sido condicionados pela toma crénica simultanea

de tobramicina inalada (28).

Por ultimo, existe evidéncia de que micro RNAs podem regular a expressdo do
CFTR, como é o caso do miRNA-138, que gquando utilizado em células humanas
epiteliais das vias aéreas aumentou a producdo de CFTR e o transporte de cloro,
inclusive, na presenca da mutacdo F508del, podendo ser util futuramente no tratamento
da FQ (30).

Assim, o tratamento da FQ parece estar a entrar numa nova era pautada pela
possibilidade de uma terapéutica dirigida e personalizada, que podera servir de modelo
para a implementacdo desta medicina de precisdo noutras patologias, nomeadamente
nas doencas das vias aéreas onde a disfuncdo do CFTR parece ter um contributo
significativo (28).
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Terapéutica dirigida ao CFTR e doencas das vias aéreas

Com a recente descoberta e validagéo clinica de potentes moduladores da
atividade do canal ionico CFTR, surge a possibilidade de que uma melhoria
farmacologica da atividade do CFTR (wild type ou mutado) podera ter significativa
importancia clinica ndo s6 na FQ, mas também em outras doengas com estase de
muco associada a disfuncdo do CFTR. Assim, existe um consideravel interesse em
avaliar os efeitos da estimulacdo do CFTR em doengas nas quais a hipofuncéo deste
transportador tem um papel fisiopatolégico, como, por exemplo na DPOC (14).

Em seguida desenvolve-se essa possibilidade, fazendo referéncia a evidéncias

recentes neste ambito.

Terapéuticas dirigidas ao CFTR na DPOC
Dado haver mais conhecimento acerca do papel do CFTR na DPOC, existe

também maior evidéncia acerca dos efeitos de terapéuticas dirigidas a este
transportador na DPOC, como agora explicitado.

Apesar de a DPOC ser uma das principais causas de morte no Mundo, ndo existe
atualmente nenhum tratamento medicamentoso que altere a sua histdria natural. Os
broncodilatadores inalados combinados com os corticoides sdo os principais farmacos
utilizados e permitem reduzir as exacerbacdes e a dispneia e aumentar a qualidade de
vida, no entanto, ndo alteram a mortalidade. Adicionalmente, os préprios corticoides
aumentam o risco de pneumonia e ndo alteram a reduzida clearance e obstru¢cdo mucosa
(29).

De facto, na DPOC a hipersecre¢do de muco cronica, estando presente em 60%
dos doentes, € particularmente problematica porque se associa a taxa de declinio da
funcéo respiratéria e a morte de forma independente, ndo existindo tratamento eficaz
para este problema (14). A terapéutica mucolitica experimentada na DPOC obteve
apenas efeitos marginais, tendo sido esta faléncia terapéutica atribuida a baixa
biodisponibilidade e atividade dos agentes disponiveis e a dificuldade de acesso pelos
farmacos inalados as vias aéreas distais obstruidas pelo muco. Reconhece-se, portanto,
a necessidade de novos farmacos para o tratamento da DPOC, sendo que, apesar de o
tabaco ser o principal fator de risco e modificavel, mesmo com a cessacao tabagica a

DPOC mantém a sua progressdo, e a obstrucdo ao fluxo aéreo estd presente numa
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percentagem substancial de ex-fumadores, dos quais mais de metade apresenta

bronquite crénica (6,29).

Neste sentido, uma nova estratégia terapéutica através de um agente oral
potente direcionado as pequenas vias aéreas (obstruidas), poderia ultrapassar as
limitagOes referidas e certamente melhorar a estase de muco, uma importante causa de
obstrucdo das vias aéreas associada a mortalidade e declinio da funcéo respiratoria, que
ndo é atenuada pelas terapéuticas farmacologicas disponiveis. Neste ambito, face a
partilha de caracteristicas fisiopatologicas entre a DPOC e a FQ, diversos
investigadores procuraram avaliar o papel que agentes terapéuticos desenvolvidos para
uma destas doencas poderiam ter no tratamento da outra, tendo encontrado alguns

beneficios partilhados (29).

Com efeito, apesar de os modificadores do CFTR terem sido inicialmente
desenvolvidos para restaurar a atividade do CFTR mutado, alguns aumentam
igualmente o CFTR wild type, como € o caso do Ivacaftor e de outros potenciadores
que aumentam a probabilidade de abertura do canal (diminuida na disfuncéo adquirida,
nomeadamente na induzida pela exposicdo ao fumo do tabaco). Esta capacidade de
aumentar a funcdo do CFTR pode ter elevada relevancia na DPOC, ja que o CFTR
regula o ASL e, consequentemente, a MCC, podendo os farmacos referidos,
ultimamente, reduzir a taxa de declinio da funcdo pulmonar e a mortalidade nesta
doenca (29).

Em estudos in vitro com células epiteliais expostas a fumo de tabaco, o ivacaftor
potenciou as correntes curto-circuito dependentes do CFTR, para niveis superiores a
atividade do CFTR wild type e de forma independente do grau de exposi¢do ao fumo.
Os mesmos efeitos foram verificados em traqueia humana normal excisada,
independentemente de se tratar de um fumador ou ndo fumador. Simultaneamente,
verificou-se um aumento do ASL e do transporte mucociliar (MCT) em epitélio exposto
ao fumo do tabaco. Este efeito do Ivacaftor verificado ao nivel da MCT foi
desproporcionalmente maior quando comparado com o aumento do ASL ou dos
batimentos ciliares, sugerindo que o MCT é altamente sensivel & secre¢do de fluidos.
De destacar que todas as exposi¢des ao fumo do tabaco mimetizaram uma exposi¢ao
cronica (24h), apesar de ndo contemplarem outras alteracdes patoldgicas que o tabaco

pode induzir in vivo, como a metaplasia escamosa, hipertrofia glandular ou inflamac&o.
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Assim, estes dados apoiam fortemente a possibilidade de potenciadores do CFTR e
outros agonistas do transporte ionico poderem reverter a disfungcdo do CFTR induzida
pelo tabaco (6,14,29).

Neste contexto, o prdximo passo na investigacdo envolve a realizacdo de
estudos in vivo, sendo que, nos estudos realizados para avaliacdo da eficdcia do
ivacaftor na FQ, os efeitos verificados in vitro no modelo de células epiteliais usado,
foram bastante fiéis aos verificados posteriormente in vivo, 0 que apoia adicionalmente

0 potencial sucesso do ivacaftor no tratamento da DPOC (6,14).

Entre janeiro e maio de 2015, foi realizado um estudo piloto randomizado
duplamente cego e controlado por placebo para averiguar a eficacia, seguranca e
farmacocinética do ivacaftor em doentes com bronquite cronica. Selecionaram apenas
12 doentes, com uma concentracdo média de cloro no suor inferior as reportadas
noutros grupos semelhantes, sugerindo uma disfuncdo do CFTR pouco marcada. Apos
14 dias de terapéutica com ivacaftor, verificou-se, em relagéo ao grupo controlo, um
aumento da fungdo do CFTR através da avaliacdo de concentracéo de cloro no suor e
da medicdo da NPD, contudo esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa
devido & amostra reduzida de doentes. As melhorias médias do NPD e das
concentragdes de cloro no suor demonstram um aumento substancial da atividade do
CFTR wild type (cerca de 20%), apesar dos niveis baixos de disfuncao inicial do CFTR
nestes doentes, sendo que as melhorias mais significativas da funcdo do CFTR foram
registadas nos doentes com uma disfuncdo inicial maior. Em adi¢do, também os
sintomas medidos pela BCSS melhoraram de forma estatisticamente n&o significativa
no grupo de doentes que recebeu ivacaftor. O doente que apresentou uma maior
melhoria segundo a BCSS apresentou também a maior melhoria em termos de funcéo
CFTR, apesar de, devido mais uma vez a reduzida amostra, ndo ter sido possivel
estabelecer uma associagédo entre as alteragdes da concentracdo de cloro e 0s sintomas
de bronquite. Nao se verificou um aumento do FEV1 no grupo tratado com ivacaftor,
provavelmente devido & duracdo demasiado curta do ensaio para que melhorias da
funcdo respiratéria se verificassem. Assim, o ivacaftor mostrou-se seguro e bem
tolerado, e, apesar do ensaio ter sido subdimensionado em termos de amostra e duragéo
para detetar alteracdes da funcdo pulmonar, observaram-se melhorias da funcdo do
CFTR e dos sintomas respiratdrios. Estes resultados sugerem a necessidade de ensaios

clinicos mais longos para avaliar os efeitos da utilizacdo de potenciadores do CFTR em
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doentes com bronquite cronica e uma substancial disfuncdo do CFTR de base, a qual

ocorre em cerca de 30-40% dos doentes (22).

Desta forma, tal como referido anteriormente, na DPOC existe necessidade de
uma abordagem mais dirigida que identifique subpopulacfes de doentes com DPOC,
através de caracteristicas clinicas ou moleculares distintas, permitindo definir
subfenotipos. Estes subfendtipos poderiam permitir, por exemplo, uma terapéutica
personalizada e, desejavelmente, mais eficaz. Neste contexto, uma possivel terapéutica
poderd ser, como referido, dirigida a disfuncéo de canais idnicos presentes em alguns
doentes com DPOC, nomeadamente do CFTR. E, pois, importante definir claramente
os fendtipos clinicos que beneficiardo mais de farmacos como os potenciadores do
CFTR, como é o caso da bronquite cronica e dos fenotipos com hipersecre¢cdo mucosa
no geral, visto a terapéutica com estes farmacos surtir aparentemente efeitos mais
significativos em doentes com uma maior disfuncdo do CFTR de base e, por exemplo,
ser demasiado cara para uma aplicacdo terapéutica geral e ndo dirigida nos numerosos
doentes com DPOC (6,14,22).

Importa referir ainda um outro farmaco, o roflumiltast, um inibidor da
fosfodiesterase-4 (PDE-4), aprovado para o tratamento da DPOC pelos seus efeitos
anti-inflamatorios (a PDE-4 é expressa em vérias células inflamatdrias). Curiosamente,
apenas € eficaz nos doentes com bronquite crénica, colocando a hip6tese de o efeito
anti-inflamatorio ndo ser o seu Unico mecanismo de acdo. De facto, ao inibir a PDE-4
o roflumilast conduz, in vitro, a um aumento do cAMP e, consequentemente, a ativacao
do CFTR, tendo-se verificado efeitos semelhantes em células humanas epiteliais
bronquicas expostas ao fumo do tabaco. Simultanea e coerentemente, o roflumilast
produziu um aumento do ASL, inclusivamente nas células afetadas pelo fumo do
tabaco, bem como o roflumilaste-N-oxido (o metabolito mais estavel e potente do
roflumilast) teve um efeito protetor relativamente a reducdo dos batimentos ciliares e
destruicdo do epitélio ciliado induzidos pelo tabaco. Paralelamente, o roflumilast
também condiciona a ativagdo do CFTR no intestino, com aumento da secrec¢do de
fluidos, o que pode justificar a diarreia como efeito secundario deste farmaco (podera
ser prevenido recorrendo-se a via inalatoria). Assim, a bioatividade do roflumilast
explica parcialmente o seu beneficio terapéutico superior nos doentes com DPOC e
bronquite cronica com exacerbacdes frequentes (em comparagao com os outros doentes

com DPOC), visto haver uma maior prevaléncia de disfuncdo do CFTR neste fendtipo.
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Ao mesmo tempo, estas evidéncias acrescentam credibilidade a hipotese de os

potenciadores do CFTR poderem ser benéficos na DPOC (29).

Por ultimo, poder-se-a procurar adotar uma atitude preventiva no que toca a
disfuncéo adquirida do CFTR, tentando atenuar esta hipofuncdo causada pelo stress
oxidativo na sequéncia de exposi¢do ao fumo do tabaco, além de, obviamente,
incentivar a cessagdo tabagica. De facto, como referido, a acroleina é um componente
do fumo do tabaco que condiciona stress oxidativo, sendo que a disfuncdo do CFTR
propiciada por esta (podera manter-se ap0s cessacao tabagica) € antagonizada com
administracdo do antioxidante N-acetilcisteina (NAC) in vitro e in vivo em ratos. A
NAC ja foi experimentada como terapéutica na DPOC pelos seus efeitos mucoliticos
e antioxidantes, tendo-se revelado beneficios modestos e inconsistentes ao nivel da
funcdo respiratdria, no entanto, as doses testadas foram insuficientes para permitir
uma concentragdo sérica e tecidual adequada para antagonismo dos eventos mediados
pela acroleina, podendo ser substancialmente mais benéfica em doses superiores.
Tambeém os efeitos nocivos ja referidos do cadmio (metal pesado presente no fumo do
tabaco e produtor de stress oxidativo) sobre a fungdo do CFTR podem ser
antagonizados pela vitamina E, podendo esta ter aplicacdes terapéuticas (3,16).

Terapéuticas dirigidas ao CFTR noutras doencas das vias aéreas

As abordagens terapéuticas dirigidas ao CFTR referidas no contexto da DPOC
e da FQ poderdo igualmente trazer beneficios quando aplicadas as restantes doencas
onde a disfuncdo do CFTR tem impacto, devendo estas opcbes ser exploradas no

ambito, nomeadamente, da asma, da ABPA, das DB e das infe¢cdes PNTM.

Relativamente ao caso especifico da asma, apesar de as evidéncias quanto ao
papel do CFTR na sua fisiopatologia serem ainda pouco esclarecedoras, houve de facto
estudos que reportaram uma incidéncia aumentada de mutacbes do gene deste
transportador na asma. Destaca-se 0 aumento da incidéncia da mutagdo G551D nos
doentes asmaticos, associada a risco de funcdo respiratoria reduzida. Esta evidéncia
justifica uma avaliacdo da eficacia terapéutica do ivacaftor nos doentes com asma e a
mutacdo G551D, ja que este farmaco permite melhorar substancialmente a funcéo

respiratdria de doentes com FQ e a mesma mutacdo (24,28).
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Por Gltimo, determinados farmacos tém demonstrado efeitos benéficos na
Rinosinusite ao modularem o transporte idnico de cloro, sendo que, portanto, poderdo
igualmente ser uteis noutras doencas das vias aéreas com disfuncao deste transportador.
Nomeadamente, farmacos secretagogos do cloro como o resveratrol (aumenta o
transporte de cloro dependente do CFTR nos seios perinasais e das cavidades nasais
num grau comparavel ao conseguido com o ivacaftor), o acido ascorbico (a aplicacao
topica da vitamina C aumenta em mais 50% a funcdo do CFTR nos seios perinasais) e
o sinupret (considerado um suplemento vegetal e permite aumentar a secre¢éo epitelial
de cloro, a MCC e a frequéncia de batimentos ciliares) representam mais uma
abordagem terapéutica vanguardista para ultrapassar os defeitos do CFTR presentes nas
vias aéreas em doencas respiratdrias com alteragdes da MCC, podendo a sua eficécia
ser testada noutras patologias desta natureza além da RS (9).

Conclusdes sobre terapéuticas dirigidas ao CFTR e doencas das vias aéreas
Concluindo, perante a evidéncia de semelhancas fisiopatoldgicas e, nalguns

casos, clinicas, entre a FQ e as doencas das vias aéreas referidas, bem como perante a
demonstragédo de que a disfuncdo do CFTR tem um papel no desenvolvimento e, por
vezes, na gravidade dessas patologias, torna-se pertinente procurar recorrer a
terapéuticas dirigidas aos defeitos do CFTR para o tratamento destas patologias das

vias aéreas.

Neste sentido, a recente descoberta de terapéuticas capazes de aumentar a
funcdo do CFTR como os potentes moduladores do CFTR, a terapia génica, certos
analogos de micro RNAs (como o miRNA-138), alguns antioxidantes (como NAC,
vitamina E e C), um antagonista da PDE-4 e trés secretagogos do cloro e a evidéncia
de eficacia de algumas destas terapéuticas em patologias como a DPOC e a FQ, abre
caminho para uma avaliacdo futura da eficicia destes farmacos noutras doencas com
disfuncdo do CFTR (de origem genética ou adquirida) e reduzida MCC. Entre estas
doencas candidatas as estratégias terapéuticas referidas encontra-se a asma, a ABPA,
as bronquiectasias difusas ndo associadas a FQ, as infegdes PNTM e, também, a DPOC.
Por fim, estratégias terapéuticas em causa devem ser aplicadas de forma personalizada,
tendo em conta os defeitos especificos do CFTR presentes em cada doenca e em cada
doente especifico, de forma a constituirem tratamentos personalizados, eficazes e
relevantes e ndo se traduzirem, pelo contrario, em sobretratamento ineficaz e gastos

desnecessarios.
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Perspetivas Futuras

Relativamente a perspetivas futuras, importa ter uma visdo global da fungéo do
CFTR, incluindo um conhecimento de fatores envolvidos na sua regulagéo e de outros
transportadores ionicos epiteliais, bem como a possibilidade de realizar um “bypass” a
disfuncédo do CFTR.

Destaca-se uma meta andlise de 13 microarray data sets que permitiu encontrar
potenciais reguladores da expressaio do CFTR que poderdo ter relevancia no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas moduladoras do gene do CFTR
(23).

Por outro lado, existem estratégias que permitem realizar um “bypass” a
disfuncdo do CFTR, nomeadamente atravées do bloqueio da sintese de novo da ceramida
e atraves do recurso a uma solucao salina hipertonica. A acumulacédo de ceramida, como
referido, € regulada pelo CFTR e esté envolvida na fisiopatologia da lesdo pulmonar na
DPOC, correlacionando-se com a gravidade do enfisema. Uma disfungdo do CFTR,
associa-se, portanto, a acumulacdo de ceramida que pode ser reduzida pela inibicdo da
sua sintese de novo, com recurso, por exemplo, ao inibidor da ceramida sintetase,
fumonisina 1. Este bypass pode ver-se como uma terapéutica mais especifica que o
ivacaftor para colmatar disfuncdo do CFTR observada no enfisema, pois o ivacaftor é
dirigido a capacidade de transporte de cloro do CFTR, sendo que no enfisema a
acumulacao de ceramida podera ser mais relevante e ndo corrigida pelo ivacaftor (5).
Também a utilizacdo de uma solucéo salina hipertonica pode funcionar como bypass
da disfuncdo do CFTR, sendo que, in vitro, aumentou o ASL por aumento da pressao

osmotica e 0 MCT, mostrando potencial como mucolitico (14,29).

Ainda no ambito das perspetivas futuras, tal como aconteceu com o
aprofundamento do conhecimento e compreensao da estrutura e funcdo do CFTR que
permitiu desenvolver terapéuticas dirigidas a disfungéo deste transportador e algumas
delas ja& foram, inclusive, aprovadas para utilizacéo clinica, também uma melhor
compreensdo da fisiologia do transporte ionico epitelial no geral podera ajudar a
desenvolver estratégias terapéuticas dirigidas a disfungdes de outros canais que

podem igualmente ser relevantes em patologias das vias aéreas.
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De facto, apesar de os defeitos observados na mucosa de doentes com FQ
realcarem o papel fisiopatologico do CFTR, varios outros canais epiteliais estdo
envolvidos na regulacéo do transporte de cloro no epitélio das vias aéreas. Estes
canais funcionam em conjunto para gerar um gradiente de cloro que permita
mobilizar o sédio e agua paracelulares, mantendo as secre¢des mucosas isosmoticas.
Portanto, os canais de cloro ndo funcionam isoladamente, estando coordenados
electroquimicamente com outros canais apicais de sodio, trocadores de anides,
bombas sddio/potassio basolaterais e canais de potéssio, de forma a poderem manter a
osmolalidade luminal (29). Efectivamente, fatores ambientais como a inflamacéo e a
hipoxia, por exemplo, demonstraram induzir ndo sé disfuncdo do CFTR como de
outros canais, nomeadamente a exposi¢édo a IL-13 in vitro reduziu a actividade do
canal epitelial de sddio (ENaC), enquanto a hipdxia parece aumentar a reabsorcao de
sodio mediada pelo ENaC, estando em desenvolvimento estratégias terapéuticas que
inibam o ENaC de forma a reduzir a desidratacao das vias aéreas nestes casos de
disfuncéo (9,14). Assim, também defeitos genéticos ou adquiridos em outros canais
ionicos epiteliais poderdo, pois, estar envolvidos no desenvolvimento de doencgas das
vias respiratorias como as referidas nesta revisdo, sendo potenciais alvos terapéuticos.
Com efeito, a combinacéo de defeitos no CFTR com defeitos noutros transportadores
podera permitir compreender ainda melhor a fisiopatologia de varias doencas
respiratérias. Por exemplo, nas DB ndo associadas a FQ ha um papel das mutacoes
heterozigoticas do gene do CFTR no desenvolvimento da doenca, no entanto nem
todos os doentes apresentam mutacdes deste gene, podendo os doentes sem mutagdes
identificadas ter, por outro lado, mutacdes dos genes codificadores de outros canais
i6nicos como 0 ENaC (25).
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Conclusao

Em jeito de conclusao, ao longo deste trabalho final de mestrado, foi possivel
explicitar qual o papel do transportador CFTR na fisiologia dos epitélios com
particular destaque nas vias respiratorias. Explanou-se de que forma a sua
funcionalidade pode ser afetada, tanto através de alteragGes genéticas como por acdo

de agentes ambientais que condicionam uma disfuncéo adquirida.

Posteriormente, clarificou-se de que forma esta disfuncdo do CFTR pode estar
a contribuir para o desenvolvimento de alteraces fisiopatoldgicas, manifestacoes
clinicas e gravidade de diversas doencas respiratorias, como a DPOC, a asma, a
ABPA, as DB ndo associadas a FQ e, também, as infecbes PNTM. E, por fim,
procurou-se compreender de que forma terapéuticas dirigidas a disfuncdo do CFTR
nestas doencas em que a hipofuncdo do CFTR é relevante poderdo ter um papel
determinante no tratamento das mesmas. Concluiu-se depois que a terapéutica
dirigida a disfungdes do CFTR, sejam elas determinadas geneticamente ou adquiridas,
parece ser promissora e carece de mais investigacdo clinica comprovando a sua
eficacia e permitindo delinear em gque doencas e em que doentes podem ser
extremamente relevantes e clinicamente eficazes. Por Gltimo, genes modificadores da
expressdo do CFTR, a possibilidade de realizar um bypass da disfuncdo do CFTR e
uma melhor compreensdo do papel de outros canais ionicos da fisiopatologia das
doencas das vias respiratorias em causa, poderao ser Uteis no futuro e ter

significativas implicacOes terapéuticas.
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