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RESUMO

A Fibrose Cistica (FC) € uma doenca hereditaria autossomica recessiva, grave e comum na
populacdo caucasiana, afetando véarios 6rgdos. A principal causa de mortalidade associada a
FC é a doenca pulmonar, devido a falha das células epiteliais das vias respiratorias na
expressao de uma proteina funcional, a partir do gene regulador de condutancia
transmembranar da fibrose cistica (CFTR).

A FC tem sido alvo de bastantes intervengdes terapéuticas farmacoldgicas e genéticas. As
terapéuticas convencionais, atualmente disponiveis, que incluem desde os antibidticos
inalaveis aos anti-inflamatorios sistémicos e aos mucoliticos, tém revelado aumentar a
qualidade e expectativa de vida. No entanto, estes farmacos ndo tratam o defeito basico
causador da FC, isto €, a auséncia de CFTR funcional. Consequentemente, a FC foi
considerada como candidata para a terapéutica genética, quando o gene responsavel pela
doenca foi isolado em 1989. Os genes terapéuticos podem ser administrados nos tecidos alvo
por meio de transportadores , 0s quais sdo geralmente definidos como vetores. Os vetores
virais e os lipossomas cationicos sdo os mais utilizados . Os lipossomas sdo um dos sistemas
de libertagdo de farmacos de maior sucesso, aplicando nanotecnologia para potenciar a
eficacia terapéutica e reduzir os efeitos toxicos. Muitos estudos demonstraram que a
transferéncia de genes mediada por lipossomas catiénicos pode ser um método eficaz para a
libertacdo in vivo de ADN plasmidico contendo o gene CFTR, nas vias respiratorias de
doentes com FC. No entanto, os ensaios clinicos realizados mostraram que 0s niveis de
expressao do gene eram demasiado baixos para oferecer beneficio terapéutico, pelo que a
terapia genética na FC permanece apenas na fase de investigacao.

Uma alternativa a terapéutica genética, que se mostra mais promissora, € o desenvolvimento
de pequenos compostos que tém como alvo as mutacGes especificas da CFTR. Esses novos
compostos foram e tém sido desenvolvidos com base numa melhor compreensdo da estrutura
e disfuncdo da CFTR na FC. O Ivacaftor (VX -770), aprovado em 2012 pela FDA, é um
potenciador da CFTR que foi projetado para aumentar o tempo que os canais da CFTR
permanecem abertos na superficie da célula. Os ensaios clinicos mostraram efeitos benéficos
na fungdo pulmonar, nimero de exacerbacfes respiratorias, marcadores da funcdo da CFTR,
nutricdo e qualidade de vida em doentes com FC com a mutagdo G551D, constituindo assim

uma promessa terapéutica para a FC.

Palavras-chave: Fibrose Cistica (FC), Ivacaftor, Lipossomas Cationicos, Regulador de Condutancia
Transmembranar da Fibrose Cistica (CFTR), Terapéutica Genética

Vi



ABSTRACT

Cystic Fibrosis (CF) is a common serious, inherited autosomal recessive disease in the
caucasian population, affecting many organs. The major cause of mortality in CF is lung
disease, due to the failure of airway epithelial cells to express a functional protein of the

cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) gene.

CF has been the target of most pharmacological and genetic therapeutics interventions. The
conventional therapies currently available, which include inhaled antibiotics, systemic anti-
inflammatories and mucolytics, have shown to increase the quality of life and its expectancy.
However, these drugs do not treat the underlying defect causing CF, that is, the lack of
functional CFTR. Consequently, CF was considered a candidate for gene therapy when the
gene responsible for disease was isolated in 1989. Therapeutic genes can be administered into
target tissues via gene carriers commonly defined as vectors. The viral and cationic liposomes
are the most frequently proposed vectors. Liposomes are one of the most successful drug
delivery systems, applying nanotechnology to potentiate the therapeutic efficacy and reduce
toxicity. Many studies demonstrated that cationic liposome-mediated gene transfer can be an
effective method for in vivo delivery of plasmid DNA containing the CFTR gene into the
airways of CF subjects. Nevertheless, the respective clinic trials showed that levels of gene
expression were too low to offer therapeutic benefit and, consequently, CF gene therapy

remains only under research.

An alternative to gene therapy is the development of small compounds that target specific
CFTR mutations. These exciting new developments are based on improved understanding of
CFTR structure and dysfunction in CF. Ivacaftor (VX-770), FDA licensed in 2012, isa CFTR
potentiator that was designed to increase the time that activated CFTR channels at the cell
surface remain open. Clinical trials have shown beneficial effects on lung function, number of
respiratory exacerbations, surrogate markers of CFTR function, nutrition and quality of life in

CF patients with a G551D mutation, making this medicine a great therapeutic promise.

Keywords: Cationic Liposomes, Cystic Fibrosis (CF), Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator (CFTR), Gene Therapy, Ivacaftor
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1. INTRODUCAO

1.1. Visao Geral

A Fibrose Cistica € uma doenca hereditaria autossomica recessiva, também denominada por

“mucoviscidose”,*® potencialmente letal >°

Trata-se de uma doenca causada por mutagdes no
gene, localizado no brago longo do cromossoma 7, locus g31,%%“ responsével pela codificacéo
de uma proteina transmembranar, a CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator).***"! Esta protefna funciona como um canal responséavel pelo transporte de ides
Na’, K*, CI" e agua através das membranas apicais das células dos epitélios de alguns
6rgaos.'*° Os principais 6rgéos, nos quais se pode encontrar este canal de ides, s&o criptas
intestinais, pancreas, vias biliares, aparelho respiratério, aparelho reprodutor, glandulas

sudoriparas e tabulos renais.*°

A distribuicdo da proteina CFTR, bem como a alteracdo da viscosidade das secregdes,
consequéncia da sua disfuncdo, explica o envolvimento sistémico da Fibrose Cistica.’® A
doenca ocorre com uma frequéncia estimada de 1 em 2500 a 3000 nascidos vivos na raga
caucasiana.>®**'? Trata-se da doenca autossémica recessiva mais comum nos caucasianos,
afetando aproximadamente 28000 doentes nos Estados Unidos e aproximadamente 36000
doentes na Europa.'® E menos frequente em negros (1 em 17000) e rara em asiaticos, sendo 1
em 90000 na populacio americana.>** Apesar da sua incidéncia ser na raca branca, existe uma
grande variabilidade nos diferentes paises europeus, destacando-se a Irlanda com maior

incidéncia (1 em 1461) e a Finlandia com menor incidéncia (1 em 25000).*%*

O quadro clinico da Fibrose Cistica é determinado pelos fenédmenos obstrutivos decorrentes
de secrecBes espessas e viscosas em diversos 6rgdos.”** Classicamente, as carateristicas
clinicas da doenca caracterizam-se por infecdo bacteriana das vias aéreas e seios da face, ma
digestdo de gorduras, consequéncia da insuficiéncia pancreatica, infertilidade masculina

(azoospermia obstrutiva) e aumento da concentracdo de ides cloreto e sédio no suor.>?3#

A esperanca média de vida em doentes com FC tem aumentado de forma constante ao longo
dos ultimos 25 anos, de um tempo médio de sobrevivéncia de 25 anos em 1985 para 37 anos
em 2011." Tem sido descrito por diversos autores que o diagndstico precoce da doenca, bem
como 0 uso da terapéutica adequada sdo responsaveis pela melhoria da qualidade de vida e

aumento da taxa de sobrevivéncia de doentes com Fibrose Cistica.
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1.2. Breve Histéria da Fibrose Cistica

Nos séculos XVIII e XIX, a Fibrose Cistica era mencionada pelo folclore europeu que dizia
que criancas com suor salgado morreriam precocemente.** Em 1905, Landsteiner descreveu
o ileo meconial,>* ou seja, uma forma de obstrucao intestinal em recém-nascidos. O mecénio
ou substancia verde escura que forma as primeiras fezes do recém-nascido, € grosso e, por
isso a sua mobilidade no intestino ¢ mais lenta do que o normal. Assim, se 0 meconio for
muito grosso ira obstruir o intestino, o que podera ter como consequéncia a perfuracdo da
parede intestinal ou a torcdo do intestino.” Landsteiner relacionou o fleo meconial com
insuficiéncia pancredtica exdcrina, devendo-se a este investigador a primeira descri¢do
anatomopatoldgica da doenca.>** Em 1935, Fanconi descreveu doentes que apresentavam
caracteristicas clinicas da doenca celiaca, mas com insuficiéncia pancreatica exocrina
associada e doenca pulmonar.>** A Fibrose Cistica foi descrita pela primeira vez, como
entidade patoldgica, em 1938, nos Estados Unidos, pela patologista Dorothy Andersen.>**
Farber criou o termo “mucoviscidose” em 1945 e em 1953 Di Sant’ Agnese et al realizaram
a primeira observacdo da secrecdo aumentada de eletrélitos no suor.** Em 1959, Gibson e
Cooke padronizaram o teste do suor, padrdo 4ureo para o diagnostico da FC até hoje.** Foi
documentada, em 1968, por Shwachman e Holsclaw a obstrucéo do tubo deferente e dos tubos
seminiferos, o que justifica a infertilidade da maioria dos homens com FC.** Em 1982-1983,
Quinton et al comecaram a perceber o defeito na concentracdo de ibes cloro nas células
epiteliais dos ductos das glandulas sudoriparas dos doentes.>** Knowlton e Wainwright,
investigadores de diferentes instituicGes, localizaram o gene responsavel pela doenca no
cromossoma 7.2 Lap-Chee Tsui e Francis Collins et al, em 1989, utilizando técnicas de
clonagem, isolaram e sequenciaram 0 gene no braco longo do cromossoma 7 (locus
7931).%%* A proteina codificada por este gene foi denominada, pelo mesmo grupo de

investigadores, como “Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator” (CFTR).!



1. INTRODUCAO

1.3. Genética da Fibrose Cistica

Como referido anteriormente, o gene responsavel pela Fibrose Cistica foi localizado no brago
longo do cromossoma 7 (locus 7g31) (Fig. 1.1). Trata-se de um gene com cerca de 250 Kb de
ADN genomico, é constituido por 27 exfes que representam 5% do ADN gendmico e
codifica um ARNmMm transcrito de 6,5 Kb. Esse ARNm é transcrito numa proteina de 1480
aminoacidos denominada CFTR (Regulator Transmembrane Conductance Cystic

2,16,17

Fibrosis) com peso molecular de 168 kDa.*

Localizagdo cromossomal do gene

brago curto p
Gene:
+—Centrimero ————* CFTR
L Localizagdo cromossomal
brago longo q 731.2

brago longo q l!
1

4

-

" panda#1
| sub-banda # 2

ailf
1
1

regido # 3

Figura 1.1 — Localizacdo do gene CFTR no cromossoma 7 na posi¢do 7q31. Adaptado de 18.

O padrdo de expressdao do gene CFTR é restrito as células epiteliais do trato respiratorio
(transcrito em concentracOes baixas), sendo altamente expresso no epitélio do ducto

pancreatico, no epitélio intestinal,>*° glandulas salivares, sudoriparas e no trato reprodutor.?’

A proteina codificada pelo gene CFTR consiste em dois dominios transmembranares (MSD —
membrane-spanning domain), contendo cada dominio 6 segmentos hidrofébicos; possui dois
dominios de ligacdo de nucleotidos denominados NBD1 e NBD2 (NBD — nucleotide binding

4
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domains) e ainda um dominio regulador R citoplasmatico (Fig. 1.2) que contém mdultiplos

sitios alvo para fosforilag&o por proteinas cinases.™'*'

MSD1 MSD2
e ~N N
(AR AR L) il i (o (T Ty
NN )
gy IO
Citoplasma Citoplasma
N NBD1 NBD2
ATP Dominio ATP
R C
ADP) ADP
+ Pi + Pi
PKA & ATP C

Figura 1.2 — Modelo que mostra a estrutura proposta para o regulador transmembranar da fibrose
cistica (CFTR). MSD, dominio transmembranar; NBD, dominio de ligacéo de nucleétidos; R, dominio
regulador; PKA, proteina cinase dependente de monofosfato de adenosina ciclico (CAMP).
Adaptado de 19.

Esta protefna pertence a familia das proteinas ABC (ATP-Binding Cassette),'**

na qual se
incluem proteinas que participam na regulacdo do transporte transmembranar de ides,
aminoacidos, bactérias e da proteina de resisténcia a farmacos (mammalian multidrug
resistance — MDR).!® A proteina funciona como um canal direto na membrana epitelial,
regulado por CAMP, que realiza o transporte de ides cloreto através da membrana apical e o

interior da célula.'%®

A atividade deste canal CFTR pode ser modulada através de diferentes mecanismos,
incluindo os que envolvem fosforilagéo e desfosforilagdo. A ativagéo do canal ocorre, numa
primeira fase, no dominio regulador R, o qual se torna fosforilado por uma proteina cinase
dependente de cCAMP (PKA).?* Seguidamente, o ATP intracelular liga-se e ¢ hidrolisado pelo
NBD1 e, consequentemente, o canal abre-se e os ides cloreto séo transportados. A ligacdo e

hidrélise de ATP pelo NBD2 levam ao encerramento do canal.®
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Desde que o gene CFTR foi identificado, ja foram identificadas 1940 mutacgdes, de acordo
com os dados apresentados pelo Banco de Dados de MutacGes da Fibrose Cistica (Cystic

Fibrosis Mutation Database®® — www.genet.sickkids.on.ca/cftr — acesso em Julho de 2013).

Mutagdes de todo o tipo tém sido encontradas ao longo da regido codificante, bem como da

regido promotora do gene, sendo que a maior parte das altera¢cbes envolve um ou poucos

nucledtidos. >

Foi identificada uma delecao de trés pares de bases, adenosina-timina-timina (ATT) no exao

10 do gene CFTR, o que origina a perda de um unico aminoacido — fenilalanina — na posicao

2,17

508 da proteina”™" (Fig. 1.3). Essa mutacdo, tradicionalmente, conhecida como delta F508, em

que “delta” significa supressdo ¢ “F” ¢ a abreviatura do aminoacido fenilalanina, ¢ a mais

frequente nos doentes com FC (aproximadamente 70%).2%%

Sequencia CFTR:
Nucleotideo ATC AT[C TT|T GGT GTT

Aminoacido lle g Phel Gly Val
I | |
506 508 510

Delegdo em AF508
Sequencia CFTR AF508
Nucleotidleo  ATC ATT GGT GTT

Aminoacido lle lle Gly Val
|
506

Figura 1.3 — Mutacéo delta F508. Adaptado de 21.

As diversas mutacBes no gene CFTR tém diferentes efeitos sobre a sintese, estrutura ou

funcionamento da proteina. Estas mutacdes podem ser classificadas em diferentes grupos

consoante 0s mecanismos pelos quais é interrompida a funcéo normal da CFTR: 16222
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a) Classe | — Mutaces que afetam a biossintese da proteina

Inibem a sintese de proteina estavel ou produzem baixos niveis de proteina madura.'®# As
mutacdes G542X e W1282X sdo as representantes mais comuns desta classe e estdo
relacionadas com os fenétipos mais graves da FC.*® Cerca de 7% dos doentes apresentam

mutacBes pertencentes a esta classe.™ (Fig. 1.4)

b) Classe Il — Mutacdes gue afetam a maturacdo da proteina

A proteina CFTR € sintetizada mas ndo sofre os processos de maturacdo e migragédo
adequados até a membrana celular para funcionar como um canal de cloreto. A proteina sofre
degradacdo prematura.’’> A principal representante desta classe é a mutacdo delta
F508.19181722 Cerca de 85% dos doentes apresentam mutacdes pertencentes a esta classe.™
(Fig. 1.4)

c) Classe Il — Mutacdes que afetam a requlacdo do canal de cloreto

Ocorre uma reducdo da resposta ao ATP com consequente diminuicdo da sua ligacdo a
proteina CFTR e hidrélise. As mutagdes desta classe estdo geralmente presentes dos NBD e
no dominio R, interferindo na interacdo desses dominios com o ATP intracelular com
consequente alteracdo da regulacdo do canal i6nico e diminuicdo da sua atividade.’®'® A

mutacio mais conhecida, representante desta classe, é a G551D.%% (Fig. 1.4)

d) Classe IV — Mutaces que afetam a condutancia do cloreto

As mutacOes desta classe provocam um fluxo defeituoso dos eletrdlitos através do canal

1,22

CFTR (diminuicdo da condutancia™“ por alteracdo dos dominios transmembranares 1 e 2).

S&o exemplos de mutacdes desta classe: R117H, R334W e R347P).11%% (Fig. 1.4)

e) Classe V — Mutacdes que alteram a quantidade de proteina na membrana

Esta classe de mutagBes caracteriza-se por uma menor sintese de CFTR, mas a fungdo da
proteina é normal.’®?*> As mutacdes caracteristicas desta classe sd0 A455E e 3849+10Kb.?
(Fig. 1.4)
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Figura 1.4 — Classes de mutacGes na CFTR. As mutacfes da CFTR sdo classificadas com base no
resultado anormal da sintese de CFTR (classe 1), processamento (classe Il), regulagcdo do canal de
cloreto (classe Il1), condutancia do canal de cloreto (classe 1V) e quantidade da proteina na célula
(classe V). Adaptado de 24.

f) Classe VI — Mutagdes que diminuem a estabilidade da proteina

Trata-se de uma classe adicional de mutagdes proposta por Haardt e seus colaboradores, em
1999, na qual estdo incluidas as proteinas que perderam residuos na regido C terminal ou que
resultam de dele¢Bes de grandes residuos de aminoacidos que podem ndo ser essenciais mas
que levam a reducdo drastica da estabilidade da proteina. Esta classe de mutacdes é
responsével pelo aparecimento de fenétipos graves como é o caso da mutacdo Q1412X.*
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Existe uma grande variabilidade na frequéncia da Fibrose Cistica e das principais mutagdes
que causam a doenca de acordo com a descendéncia dos individuos, ou seja, o risco de um
individuo com FC ter filhos afetados pela doenca, nas suas formas moderada ou grave,
depende do seu parceiro. As muta¢cdes denominadas graves, nas quais a proteina CFTR

funcional estd ausente, associam-se & insuficiéncia pancreética,*°

inicio precoce dos
sintomas, elevados niveis de cloreto no suor e infertilidade masculina.*® Por outro lado, as
mutacoes “intermédias” cujo efeito ¢ mais discreto na fun¢ao da proteina ou que permitem
que uma pequena quantidade da proteina funcional seja produzida, sdo, normalmente,
associadas a insuficiéncia pancreética, diagndstico tardio, baixos niveis de cloreto no suor e

comprometimento pulmonar médio.*®

A correlagdo entre o gendtipo e o fendtipo da doenca pulmonar tem sido mais dificil de
estabelecer, visto que poucas mutacdes no gene CFTR foram associadas a doenca pulmonar
na FC.}% Doentes com mutacOes das classes | e |1 em ambos 0s cromossomas apresentaram
menores valores da fungdo pulmonar, maior risco de desenvolvimento de doenga pulmonar
moderada a grave e menor taxa de sobrevivéncia pela doenca pulmonar quando comparados
com doentes com pelo menos uma mutacédo da classe IlI, IV ou V.2% Doentes que apresentam
a mutacdo A455E (Classe V — Mutagdes que alteram a quantidade de proteina na membrana)
parecem ter uma menor taxa de declinio da funcdo pulmonar e algumas mutacdes que afetam

o splicing foram correlacionadas com um baixo risco de infecdo por P. aeruginosa.®

Todos os estudos tém demonstrado uma grande variagdo da fungdo pulmonar entre doentes

portadores de FC com o mesmo genétipo incluindo homozigotas delta F508.

A correlacdo genotipo-fen6tipo varia com os sistemas/orgdos que se considerem, estando

menos estabelecida a nivel da doenca pulmonar, existindo uma grande variacao

individual,’®?® o que sugere que, para além da variacdo da gravidade produzida pelos efeitos

das diferentes mutacdes e de polimorfismos intragénicos (alelos complexos) no gene CFTR,
existem outros elementos genéticos, tais como polimorfismos em genes mediadores

inflamatdrios ou responsaveis pela resposta inata, que modulam a expressao da doenc;a.l'23
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1.4. Fisiopatologia da Fibrose Cistica

A disfuncdo da proteina CFTR, causada pela ocorréncia de mutagdes, origina a auséncia de
atividade ou funcionalidade parcial da CFTR, o que se observa pela diminuicdo da
permeabilidade ao cloreto da membrana celular, o que acarreta dificuldades no transporte e
secrecdo deste i40™**2°Assim, a concentracdo do i40 cloreto aumenta na superficie do
epitélio de varios Orgdos, aumentando a eletronegatividade com consequente aumento do
fluxo do ido sodio para garantir o equilibrio eletroquimico, e de agua através do processo de
osmose.* Consequentemente, ocorre desidratacdo das secrecfes mucosas e aumento da
viscosidade favorecendo a obstrugdo dos ductos, acompanhada de reacdo inflamatéria e

posterior processo de fibrose (Fig. 1.5).**

Cada 6rgdo, cuja atividade normal depende do funcionamento da proteina CFTR (pancreas,

intestino, pulmdes, glandulas sudoriparas) expressa a disfuncdo consoante a sensibilidade que

tem ao défice funcional da protefna.?>

Mutacao no gene da fibrose cistica

\4
Defeito no transporte iGnico

A\
Diminuicao na secrecao de fluidos

v
Aumento na concentracao de macromoléculas

v

Tubulopatia obstrutiva

P A v A A

fPulmoes Pancreas Intestinos Figado Testiculosy

Figura 1.5 — Fisiopatologia da Fibrose Cistica. Adaptado de 14.
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1.5. Manifestagdes Clinicas

O defeito da proteina CFTR acomete células de varios 6rgédos, pelo que a Fibrose Cistica é

considerada uma doenca multissistémica e pleomérfica,***

apresentando um grande espectro
de manifestacdes clinicas que podem ocorrer precocemente ou na idade adulta.'* Esta
diversidade de manifestacdes clinicas apresenta diferentes graus de gravidade e diferentes
formas de apresentacdo, que dependem de vérios fatores como o tipo de mutacdo e a idade do

doente.*

O acometimento pulmonar € a principal causa de morbilidade e mortalidade dos doentes com
FC.14272930 A5 condutas mais recentes na prevencdo e tratamento da doenca pulmonar e da
intervencdo precoce no estado nutricional, ttm aumentado a longevidade dos doentes com
FC,%3! o que proporciona uma maior incidéncia de complicacées extrapulmonares, nas quais
se destaca a diabetes relacionada com a FC.?® A causa deste tipo de diabetes é resultado da
disfuncdo da ilhota pancreatica causada pela inflamacdo e fibrose como consequéncia da

secrecdo exdcrina viscosa.?®

As manifestacbes clinicas mais comuns na FC sdo: tosse cronica, diarreia cronica e
desnutricdo, no entanto, a doenca pode manifestar-se de varias outras formas, dado tratar-se
de uma doenca multissistémica,® tal como j& referido anteriormente. Na tabela 1.1 sdo

apresentadas as manifestacOes clinicas mais frequentes:

11
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Tabela 1.1 — Manifesta¢Oes Clinicas da Fibrose Cistica. Adaptado de 10.

Doenca Pulmonar ‘
- Colonizacédo/infecdo com agentes tipicos da FC (S. aureus, P. aeruginosa, B.
cepacia)
- Tosse persistente
- Alterag0es radioldgicas persistentes (bronquiectasias, infiltrados e hiperinsuflacao)
- Obstrucdo das vias aéreas
- P6lipos nasais e alteragGes radioldgicas dos seios perinasais
- Hipocratismo digital
- Prolapso retal e DIOS
- Insuficiéncia pancredtica e pancreatite recorrente
- Doenca hepatica cronica com evidéncia clinica ou histolégica de cirrose biliar ou

multitubular

Sindroma de perdas salinas

- Alcalose metabdlica

- Deficiéncia aguda de sal

Alteracdes urogenitais

- Azoospermia obstrutiva (agenesia dos ductos de Wolf)

1.5.1. Doenga Pulmonar

A acumulacdo de muco nas vias respiratorias inferiores € uma das carateristicas chave da
fisiopatologia da doenca pulmonar (Fig. 1.6), bem como a presenca de reacdo inflamatoria,
predominantemente, neutrofilica e infecdo bacteriana.’ O elevado nimero de neutréfilos
deve-se ao fato da obstrucdo crénica das vias respiratorias, causada por secrecdes viscosas, ser
logo seguida pela colonizacdo por bactérias patogénicas, incluindo Haemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia ceparia, sendo que a
prevaléncia de cada tipo de bactérias varia com a idade de cada doente.** A colonizacdo e

infecdo respiratéria por estas bactérias originam um dano tecidular irreversivel.**

12
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Mutac¢ao no gene CFTR

@

Disfungaoda proteina CFTR

@

Clearance mucociliar debilitado

@

Infegdo e inflamagao recurrentes

@

Bronquiectasia e perda da fungao pulmonar

Figura 1.6 — Modelo da doenga pulmonar na Fibrose Cistica. Adaptado de 13.

A manifestacdo respiratoria mais comum € a tosse crénica persistente a qual pode ocorrer
desde as primeiras semanas de vida."* O curso clinico da doenca pulmonar apresenta uma
predisposicdo a sinusite, bronquite, pneumonia, bronquiectasia, fibrose e faléncia respiratoria,
verificando-se, também, uma diminuicdo da tolerancia ao exercicio fisico com a evolucdo da

doenca.'*

As alteracBes pulmonares iniciam-se nas vias respiratorias inferiores mas sdo progressivas,
evoluindo em quase 100% para o surgimento de “cor pulmonale”,**?” ou seja, para o
aparecimento de alteracdes na estrutura e funcdo do ventriculo direito com consequente

insuficiéncia cardiaca.

1.5.2. Comprometimento Pancreatico

A insuficiéncia pancreatica exdcrina esta presente na maioria dos doentes com Fibrose
Cistica. A funcdo pancreéatica pode variar entre 0 normal funcionamento pancreéatico e varios
graus de insuficiéncia, verificando-se uma tendéncia para piorar & medida que a idade do
doente avanca.*** A doenca pancreatica exdcrina apresenta manifestacdes clinicas em 85-

13
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90% dos doentes, enquanto a insuficiéncia pancreatica enddcrina é menos comum, mas 30-
50% dos doentes com FC apresentam intolerancia a glicose e 1-2% requerem terapéutica com

insulina.®

O defeito na proteina CFTR provoca uma diminuicdo da concentracdo de bicarbonato na
secrecao pancredtica e consequente diminuicdo do contetido de agua com reducdo da fluidez e
volume da secrecdo. Desta forma, o aumento da viscosidade dessa secrecdo e a sua
acumulacdo nos ductos pancreaticos conduz a lesdo tecidular por meio da ativacdo das

enzimas pancreéticas proteoliticas levando a inflamacao crénica e fibrose. 33343

A primeira manifestacdo da insuficiéncia pancreéatica é o ileo meconial (obstrucdo do ileo

terminal por um mecdnio espesso) que se observa em 15-20% dos bebés.*’

1.5.3. Doenca Hepatica

As manifestacdoes hepatobiliares relacionadas com a Fibrose Cistica tém-se tornado um
desafio diagnéstico e terapéutico com o aumento da taxa de sobrevivéncia dos doentes.*” No
entanto, ao contrério do que acontece nas doencgas pulmonar e pancreética, as quais afetam
90% dos doentes, a doenca hepética apenas se desenvolve em 1/3 dos doentes.** A doenca
hepatobiliar, normalmente, aparece nos primeiros dez anos de vida dos doentes.>* As
manifestacdes da FC no sistema hepatobiliar estdo diretamente relacionadas com a expressao
da proteina CFTR que esta presente nas membranas apicais das células dos canaliculos
biliares.**%*® A doenca hepética é caracterizada pelo bloqueio dos ductos biliares intra-
hepaticos, uma vez que a bilis produzida por estes doentes é espessa e viscosa devido a

dificuldade de transporte de 4gua e eletrélitos causada pelo defeito na proteina CFTR.%*3®

A lesdo hepatica tipica da FC é a cirrose biliar, a qual resulta na obstrucdo dos ductos

34,37

biliares® " o que origina a libertacdo de moléculas pré-inflamatorias e fatores de crescimento

que induzem a sintese de colagénio levando a uma progressiva fibrose periportal 3

14
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2. OBJETIVO

O principal objetivo desta dissertacdo consistiu em explorar as novas estratégias terapéuticas
para a Fibrose Cistica. Pretendeu-se descrever as terapéuticas convencionais, atualmente
disponiveis comercialmente, as quais tratam apenas os sintomas da Fibrose Cistica, e
compara-las com as novas abordagens terapéuticas que visam a causa principal da doenca,
incluindo quer as terapéuticas ja disponiveis comercialmente quer as propostas em
investigacdo. Foi dada especial atencdo as terapéuticas usadas na doenca pulmonar
caracteristica da Fibrose Cistica. Uma vez que a causa da Fibrose Cistica consiste numa
alteracdo genética da proteina CFTR, o objetivo da pesquisa focou-se, essencialmente, na
terapéutica genética e na terapéutica moduladora da CFTR.

16
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3. METODOLOGIA

A elaboracéo desta dissertacdo foi baseada numa revisao da literatura. Foi realizada pesquisa
nas bases de dados PubMed, Medline, ISI Web of Knowledge e ScienceDirect, utilizando os
seguintes termos descritivos: “Cystic Fibrosis”, “Pulmonar disease in Cystic Fibrosis”,
“Cystic Fibrosis Treatment”, “Alternative Therapies”, “Cystic Fibrosis Gene Therapy”,
“Cationic Liposomes and Cystic Fibrosis”,” Cystic Fibrosis Future Perspectives”, “CFTR

FRNTs

modulators”, “Ivacaftor”, “Kalydeco”.

As referéncias bibliograficas utilizadas tém como base, na sua grande maioria, estudos

experimentais ou observacionais.
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4.1. Aspetos Gerais

A doenca, descrita em 1938 por Andersen, pela primeira vez como entidade patolégica,“***

tinha ha cerca de 70 anos atrds, um prognostico considerado “quase fatal” no primeiro ano de
vida. No entanto, ao longo das décadas, com o avango do conhecimento sobre a fisiopatologia
da FC e sobretudo sobre as suas formas de tratamento, a sobrevivéncia dos doentes foi-se
tornando cada vez maior, o que fez com que a FC se tornasse também uma doenca do
adulto.* A prética dos cuidados melhorados no tratamento desta doenca tem implicado o
envolvimento de uma equipa multidisciplinar consistente, bem formada e treinada para a sua
atividade.”*** Apesar de se tratar de uma doenca multissistémica, a doenca pulmonar,
associada & FC, é progressiva e constitui o principal determinante prognéstico da doenca,® o
que implica que o papel do pneumologista seja fundamental nesta equipa multidisciplinar de

tratamento.*°

Tem-se revelado, como aspeto essencial no tratamento da FC, esclarecer claramente o0s
doentes e as suas familias no entendimento da doenca e otimizar as intervengdes no
tratamento, sendo 0s pais 0s responsaveis por grande parte do tratamento de uma crianga com
FC.” Para além disso, 0 Organizagdo Mundial de Satide (OMS) e a Associacéo Internacional
de Fibrose Cistica recomendam a implantacdo de centros especializados, visto que o
tratamento nesses locais traz vantagens na qualidade de vida e longevidade,* principalmente
no que diz respeito ao controlo da doenca pulmonar e tratamento relacionado com a

nutricdo.**

Tém sido descritos, por varios autores, como principios basicos no tratamento da FC: o
controlo e tratamento das infe¢des pulmonares, aplicacdo de medidas no alivio da obstrucéo
brénquica, tratamento da insuficiéncia pancreatica, correlacdo do défice nutricional, bem

como o tratamento de problemas fisicos e psicossomais resultantes da doenga.****

20
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4.2. Terapéutica da Doenca Pulmonar
4.2.1. Terapéutica da Infecdo

A gravidade da fibrose cistica varia muito de doente para doente, independentemente da
idade. Essa gravidade é determinada, fundamentalmente, pelo grau de comprometimento
pulmonar e, embora o curso da doenca pulmonar seja invariavelmente o de uma deterioracao

46-47

progressiva, uma abordagem terapéutica adequada tem mostrado retardar os danos

pulmonares.*

O principal objetivo do tratamento do aparelho respiratorio é a desobstrucdo das vias
respiratorias, no sentido de garantir a respiracio e a prevencéo de infecdes.>**"*® Os doentes
com FC apresentam uma pré-disposicdo para a colonizacdo e infecdo dos brénquios por
bactérias especificas: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia
cepacia, Stenotrophomonas maltophilia e outras como: Haemophilus influenzae, Escherichia

39,49

coli, Klebsiella, Serratia, Achromobacter e virus, sendo a Pseudomonas aeruginosa o

agente patogénico isolado com maior frequéncia na populacio adulta de doentes com FC.%%
O perfil terapéutico padrdo para a doenca pulmonar inclui agentes anti-inflamatérios,
antibioterapia, agentes mucoliticos e broncodilatadores, suplementacdo de oxigénio e suporte

nutricional.?%3%4°

A antibioterapia é a pedra fundamental do tratamento da doenca pulmonar na FC. Os doentes
deverdo ser avaliados, por rotina, a cada 4 meses, relativamente ao tipo de microrganismos e
antibiograma da sua expetoracdo, de forma a poder fazer-se uma escolha adequada do
antibiético a administrar aos doentes.** Uma vez que a Pseudomonas aeruginosa é o agente
patogénico mais comum, a escolha dos antibi6ticos para um caso de exacerbacdo aguda s&o,
normalmente, direcionados para a erradicacdo desta bactéria.***® Assim, geralmente, no caso
de exacerbacfes mais graves (por exemplo, no caso dos doentes internados), o tratamento
baseia-se numa associagdo de [-lactdmicos (cefalosporina ou carbapenémicos) com
aminoglicosideos.***® Esta associacdo de dois farmacos anti Pseudomonas aeruginosa é
justificada pelo sinergismo e diminuicdo do surgimento de resisténcia da bactéria a
terapéutica.®**®*® Nas exacerbacdes leves (normalmente em doentes de ambulatério) o
tratamento utilizado consiste na administracdo de quinolonas (ciprofloxacina, como farmaco
de escolha) combinada com um antibiotico inalatorio, por exemplo, a polimixina E

(Colistina), durante um periodo de 3 a 6 semanas.>**® Nos doentes com recidivas, é sugerido
21
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um periodo de tratamento de 3 meses. O uso de tobramicina (antibi6tico aminoglicosideo) por
via inalatdria durante 4 semanas, seguindo-se um periodo de 4 semanas sem administracdo do
farmaco, e assim sucessivamente, revelou estabilizar o quadro pulmonar, no caso de
colonizagéo cronica pela Pseudomonas aeruginosa e diminui a necessidade de administragao
de antibiéticos por via intravenosa.**“**® O Comité de Terapéuticas Pulmonares da Fundagéo
de FC recomenda o uso, a longo prazo, de tobramicina inalada para melhorar a funcéo
pulmonar e diminuir as exacerbac6es nos doentes com FC, com idade igual ou superior a 6
anos, que apresentem doenca pulmonar moderada a grave (moderada, FEV1-volume
expiratorio forcado no 1° segundo entre 40% a 69% do valor normal; grave FEV1 < 40% do
valor normal) e a presenca persistente de P. aeruginosa na cultura das vias respiratérias.® Um

estudo conduzido por Ramsey et al**

demonstrou que os doentes com idade superior a 6 anos,
tratados com tobramicina inalada (3 ciclos de 300 mg administrados 2 vezes por dia durante 4
semanas, alternadas com 4 semanas sem administracdo do farmaco) experimentaram um
aumento médio no FEV1 de 10% na semana 20 comparado com um declinio de 2% nos
doentes tratados com placebo (p<0,001). Para além disso, 26% dos doentes tratados com
tobramicina apresentaram uma menor taxa de hospitalizacdo do que os doentes tratados com

placebo.™

Um novo antibidtico inalado para a terapéutica da FC, o aztreonam (Cayston®), foi aprovado,
em Fevereiro de 2010 pela Food and Drug Administration (FDA).>? Trata-se do primeiro
antibiético inalado desenvolvido para a FC, durante mais de uma década.>> O aztreonam,
Cayston®; 75 mg administrado 3 vezes por dia durante 28 dias mostrou melhorar os sintomas
respiratorios nos doentes com FC, com mais 7 anos de idade, e com infecdo por P.

aeruginosa.>

Os farmacos candidatos a terapéutica da FC que permanecem em atual desenvolvimento
incluem uma nova preparacdo de tobramicina inalada, uma fluoroquinolona inalada, uma
combinacdo de antibioticos inalados, e um novo aminoglicosideo inalado. O p6 para inalagédo
TOBI® (TIP) é uma nova formulagdo de elevada poténcia de tobramicina, desenvolvida para
libertar no pulméo quantidades deste aminoglicosideo, que é farmacologicamente similar ao
TOBI, mas com tempo de administragdo substancialmente mais curto. O TIP completou
recentemente os estudos de fase 1ll, e foi aprovado pela Uni&o Europeia. Os estudos de fase
IV do TIP estdo a decorrer nos Estados Unidos e na Europa. Uma preparacao liquida inalada

de uma fluoroquinolona, levofloxacina (Aeroquina®), encontra-se atualmente nos ensaios de
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fase I1l e mostra-se como tratamento promissor. Os ensaios de fase 1l revelaram uma melhoria
de 8,7% no FEV1 e um decréscimo de, aproximadamente, 1-log na densidade da
Pseudomonas aeruginosa comparado com o placebo apds 28 dias de administracdo de 240

mg por inalagdo.”

Duas outras preparagdes de antibidticos administradas por via inalatoria, cada uma usando um
aminoglicosideo, estdo também em desenvolvimento. O Arikace® é uma preparacdo de
amicacina lipossomal, que proporciona uma libertacdo prolongada e um tempo de entrega

rapido.” O Arikace® ja completou os ensaios de fase I1°°

, revelando uma melhoria relativa no
FEV1 de 10,8% ap0s 7 dias de tratamento com 500 mg inalados por dia, e 0s ensaios de fase

11, deverdo recrutar individuos com FC e Pseudomonas aeruginosa.>

Uma combinagdo do antibi6tico fosfomicina com tobramicina também completou os ensaios
de fase Il e mostrou-se promissora como a primeira combinacdo inalada de antibidticos,
estando a ser investigada na FC. Uma caracteristica uUnica da combinacdo da
fosfomicina/tobramicina inalada é o seu largo espectro, 0 que visto através da constante
mudanca microbioldgica dos agentes da FC (Fig. 4.1), podera constituir um beneficio para os

doentes afetados por varios organismos infeciosos.>

100
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Figura 4.1 — Distribuicdo de espécies bacterianas na FC por idade dos doentes. Adaptado de 56.
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4.2.2. Terapéutica Anti-inflamatoria

No que diz respeito ao tratamento da doenga pulmonar através do uso de anti-inflamatorios,
tém sido realizados ensaios clinicos com potenciais farmacos anti-inflamatérios que possam
deter a progresséo do processo fisiopatolégico na FC.***" Os resultados de ensaios anteriores,
usando trés medicamentos: corticosterdides sistémicos, anti-inflamatorios ndo esteroides

(AINES) e azitromicina (antibi6tico macrélido), tém liderado este campo de pesquisa.*’

O tratamento com corticosteroides orais, numa dose de 1-2 mg/kg em dias alternados,

evidenciou retardar a progressio da doenca pulmonar,®*

apesar dos beneficios serem
contrabalangados pelos riscos que estdo associados ao seu uso.*® Os trabalhos que tém sido
conduzidos a nivel de investigacdo carecem de evidéncias para 0 uso de corticosteroides
sistémicos nas exacerbacées®**®, bem como para o uso de corticosteroides inalatérios,*® sendo
0 estudo do tratamento inalatorio com corticosteroides um topico de grande interesse nos
Gltimos anos.*’” Esta terapéutica continua a ser prescrita a um grande nimero de doentes,
geralmente, devido a elevada relacdo entre a incidéncia de sintomas semelhantes aos da asma
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em doentes com F apesar das evidéncias serem insuficientes para estabelecer se existe

beneficio no seu uso.>**

De forma a identificar um farmaco anti-inflamatdrio que pudesse ser bem tolerado, Konstan et
al iniciaram um estudo com o uso de uma elevada dose de ibuprofeno em modelos animais, e
entdo foram desenvolvidos ensaios clinicos em doentes com FC.*’ Foram estudadas doses de
ibuprofeno de 20 a 30 mg/kg por dia em doentes com FC.***" O tratamento com estas doses
de anti-inflamatério, evidenciou uma reducdo nas hospitalizagdes e melhoria do estado
nutricional dos doentes com FC.* O ibuprofeno foi o Gnico farmaco AINE que demonstrou
eficacia no tratamento da FC, com uma melhoria na velocidade de declinio no FEV1 num
periodo superior a 2 anos (2 a 7 anos), uma vez que a reducdo de 29%, por ano, no FEV1,
correspondeu a uma preservacdo de mais do que 1%, neste indicador, previsto em cada 2
anos.>” Apesar de se ter observado um aumento dos sintomas associados & toxicidade dos anti-
inflamatdrios ndo-esterdides, incluindo: aumento da incidéncia de insuficiéncia renal,
hemorragia gastrointestinal e dor abdominal,®** o ibuprofeno é recomendado como
terapéutica benéfica em doentes entre os 7 e 0s 18 anos,* visto que este farmaco apresentou

um perfil de risco favoréavel.”’.
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O desenvolvimento de terapéuticas anti-inflamatérias na FC tem sido um desafio porque o seu
mecanismo de acdo pode ser 0 de prevenir, a longo prazo, o declinio clinico, mais do que um
efeito agudo nas medidas clinicas usadas de forma mais comum, tais como a funcdo pulmonar
ou a frequéncia das exacerbacdes pulmonares. Desta forma, a detecdo dos beneficios clinicos
requer estudos de longa duracdo e tamanho da amostra significativo, 0 que muitas vezes
desencoraja 0 desenvolvimento de potenciais terapéuticas anti-inflamatorias nessa
populacdo.>* Apesar destes desafios, vérias terapéuticas anti-inflamatorias tém sido aprovadas
nos ensaios de fase Il, as quais estdo registadas na Fundacdo da Fibrose Cistica 2012. Trés
exemplos desses farmacos incluem a N-acetilcisteina, o &cido docosahexenoico e o

sildenafil.>*

A N-acetilcisteina (NAC) é um metabolito end6geno, que é frequentemente utilizado na FC,
como um fluidificante do muco, através da quebra de pontes dissulfeto entre as moléculas de
mucina. E um pro-farmaco da GSH (glutationa na forma reduzida), podendo melhorar o
desequilibrio da oxidacdo sistémica, causada pela malabsorc¢éo, pelo intestino, de oxidantes na
dieta, verificada na FC.*® Este antioxidante oral, administrado em elevadas doses (>1,8 g por
dia) revelou, nos ensaios de fase Il, um impacto nas medidas anti-inflamatdrias em doentes
com FC e inflamacdo de linha base, um efeito hipotético que ocorre por abordagem de um
desequilibrio redox nos neutréfilos.”®® Com base nestes resultados encorajadores, foi
desenvolvido um ensaio clinico de fase I1lb com NAC®, o qual demonstrou um efeito na
funcdo pulmonar, contudo o efeito na inflamac&o n&o foi reproduzido.®® Do mesmo modo, a
suplementacéo, a longo prazo (8 meses) com os acidos docosahexaenoico e eicosapentandico,
acidos gordos 6mega 3, demonstrou atividade anti-inflamatéria na FC num ensaio realizado
em 2003 por De Vizia e seus colaboradores,®® tendo completado os ensaios de fase Il em
criancas.> Os ensaios de fase Il do sildenafil estdo, atualmente, avaliando o efeito deste
inibidor oral da fosfodiesterase nos marcadores da inflamacdo das vias respiratérias dos

doentes com FC.>®

Relativamente a azitromicina, por se tratar de um antibiotico que pertence a classe dos
macrolidos, possui uma atividade anti-inflamatdria. A azitromicina &, normalmente, prescrita
como terapia para a FC, sendo recomendada em doentes colonizados, cronicamente, por

Pseudomonas aeruginosa.*’**
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4.2.3. Eliminagéo Mucociliar

A disfuncdo na proteina CFTR impede o transporte do ido cloreto no limen das vias
respiratorias, o que leva a desidratacdo do revestimento liquido da superficie destas vias. O
aumento da absorcdo transepitelial de sodio causada pela perda do efeito regulador da CFTR
conduz ao mau funcionamento dos cilios, 0 que tem como consequéncia uma eliminagéo
mucociliar reduzida. Ao mesmo tempo, a inflamag&o neutrofilica leva a que elevados niveis
de ADN sejam libertados, a partir de leucocitos em degeneracdo, aumentando a viscosidade
do muco. As terapéuticas atuais incluem solucgdes salinas hipertonicas, que possam garantir a
hidratacdo das mucosas das vias respiratorias e o uso de dornase alfa, ou DNAse
recombinante humana (rhDNAse) que cliva seletivamente o ADN existente na expetoracéo,
diminuindo assim a viscosidade do muco,*®* farmaco este aprovado em 1994 para uso

exclusivo na FC.}

Encontram-se, atualmente, em ensaios clinicos dois novos tratamentos efetivos na eliminacéao

mucociliar: denufosol e manitol inalado.®*

O tetrasddio de denufosol € um agonista do recetor de P2Y2, que estimula a secrecdo de
cloreto, por ativacdo de canais de cloreto alternativos no epitélio das vias respiratdrias. O
denufosol, também € capaz de inibir a absorcdo do sddio, aumentar o batimento ciliar, além
de aumentar a producdo de surfactante pelos pneumdcitos tipo Il, o que resulta num aumento
da hidratacio da mucosa e melhor eliminacdo mucociliar.® Ensaios clinicos de fase Il
avaliaram o efeito de doses de 20 a 60 mg de denofusol administradas durante 28 dias,
verificando-se um aumento de FEV1 (>75% do que o esperado), relativamente ao placebo. O
primeiro ensaio de fase Il consistiu numa comparacdo do efeito de 60 mg de denufosol e
placebo em 350 doentes com FC e com FEV1, no inicio do estudo, igual ou superior a 75%

do previsto.®

O manitol inalado € um agente com acdo osmética que serd utilizado como p6 seco inalado. A
sua acdo manifesta-se pelo aumento de hidratacdo da mucosa das vias respiratorias, além de
promover o aumento da eliminacdo mucociliar.®® Um ensaio internacional de fase I,
publicado em 2012, realizado para determinar a eficacia e seguranca do manitol inalado,
sugere que o uso regular desta substancia aumenta a fun¢do pulmonar e reduz a frequéncia de

exacerbacdes em doentes com FC.%
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4.3. Terapéutica da Insuficiéncia Pancreética

A insuficiéncia pancreatica é a manifestagdo gastrointestinal mais comum na FC e 0 seu

tratamento deve ser mantido indefinidamente.®*

A malabsorcédo intestinal na FC é multifatorial e a deficiéncia em enzimas pancreéticas é o
fator predominante, o que tem como consequéncia a malabsorcdo dos nutrientes e
comprometimento do estado nutricional.®* Assim, a nutricdo em doentes com FC, é focada

nas limitacdes causadas pela doenca pancreatica.’

A terapia enzimética é o tratamento indicado para a insuficiéncia pancreatica e tem como
principais objetivos corrigir a ma absorcéo de macro e micronutrientes, possibilitar a ingestéo
de dietas com conteddo de gordura normal ou aumentado, manter um ganho de peso
adequado com bom estado nutricional, proporcionar um transito intestinal normal, melhorar a
consisténcia das fezes, reduzir a frequéncia de evacuagbes e minimizar oS sintomas

gastrointestinais.®*®

Estdo disponiveis, comercialmente, varios tipos de enzimas, como por exemplo, preparagdes
em pds, comprimidos, capsulas com microsferas, encontrando-se na forma de dose padréo e
em doses elevadas (>20000 Ul de lipase).®® As enzimas na forma de p6é possuem a

desvantagem de serem inativadas pelo 4cido gastrico e serem pouco ativas no duodeno.*?

As enzimas pancreaticas, usadas no tratamento, na forma de microsferas revestidas
entericamente, dissolvem-se num pH entre 5.5 e 6.0, evitando a inativacdo pela acidez

gastrica,*2%>%

permitindo apenas a libertacdo das enzimas no intestino, onde o pH é propicio
para a sua atividade.>®® No que diz respeito & administracio destas enzimas, a dose inicial é de
500 a 1500 Ul de lipase/kg/refeicdo ou 400 a 4000 Ul de lipase/g de gordura ingerida por dia,
sendo a dose aumentada progressivamente de acordo com o controlo dos sintomas (ganho
ponderal e observacdo da perda de gordura nas fezes) até ao maximo de 2500 Ul de
lipase/kg/refeicdo e 10000 Ul/kg/dia**®*®>®" E recomendado que a administracdo das enzimas
seja dividida em duas doses, sendo uma dose ingerida no inicio da refeicdo e a outra dose

durante ou no fim da refeicdo.®

Uma vez que os doentes com insuficiéncia pancreética estdo predispostos & ma absorcéo das
vitaminas lipossollveis A, D, E e K, a suplementacdo dessas vitaminas é recomendada por
rotina.*
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4.4. Terapéuticas Alternativas — Terapéutica Antioxidante

Os radicais livres de oxigénio (RLO) sdo produzidos naturalmente pelo nosso organismo
através de processos metabolicos oxidativos.®® Exemplos de RLO sdo oxigénio molecular
(Oy,), radical hidroxilo (OH"), anido superodxido (Oy), radical peroxil (ROQ), radical alcoxil
(RO e 6xido nitrico (NO).%® O peréxido de hidrogénio ndo é um radical livre, contudo
representa um metabolito do oxigénio parcialmente reduzido, pelo que é denominado como
espécie reativa de oxigénio (ERO), em funcdo da sua atividade aumentada para as
biomoléculas.®® Todos os radicais livres e demais moléculas que surgem em funcdo das suas
acOes oxidativas nos sistemas biolégicos sdo denominados EROs.%® Estes radicais podem
apresentar efeitos benéficos, se estiverem em baixa ou moderada concentracdo, constituindo
uma defesa contra agentes infeciosos e desempenhando um papel importante na ativacéo de
sistemas de sinalizacdo celular. No entanto, quando existe uma producdo exagerada de
radicais livres e/ou uma deficiéncia nos mecanismos de protecdo, quimicos e enzimaticos,
fundamentais para neutralizar esses radicais, fica-se na presenca de uma situacdo de stress
oxidativo. O termo stress oxidativo é usado em circunstancias nas quais a disputa por radicais
livres resulta num dano dos tecidos ou na producdo de compostos toxicos ou danosos para 0s
tecidos. Assim, pode dizer-se que um sistema se encontra sob stress oxidativo quando ocorre
um desequilibrio entre os sistemas prooxidantes e oxidantes, de modo a que 0s primeiros
predominem sobre os segundos.®® A peroxidacdo lipidica, que acontece nas membranas
celulares, é apenas um exemplo de lesdo bioldgica que pode ser promovida por radicais livres,
visto que praticamente todas as biomoléculas sdo susceptiveis a oxidacdo. Para se protegerem
contra situacfes de oxidacdo, 0s organismos possuem, como descrito anteriormente,
mecanismos quimicos e enzimaticos de defesa. No que diz respeito aos mecanismos
quimicos, varias moléculas com propriedades antioxidantes consumidas na dieta como o a-
tocoferol (vitamina E), B-caroteno, selénio, acido ascérbico (vitamina C), glutationa reduzida
(GSH) diminuem a acdo tdéxica das EROs produzidas intra e extracelularmente. No que se
refere aos mecanismos de defesa enzimaticos, quando sdo expostos as EROs, 0s organismos
sintetizam enzimas antioxidantes como a superdxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase (GPX dependentes e ndo dependentes de selénio).® Apesar destas defesas
antioxidantes reduzirem os riscos de lesdes oxidativas por EROs, 0s organismos podem
experimentar situacdes onde a protecdo se mostra insuficiente, como é o caso de patologias

em que h4 uma producdo aumentada de EROs, por exemplo.
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Na FC, a presenca de uma CFTR ndo funcional parece produzir um desequilibrio redox nas
células epiteliais e fluidos extra-celulares e causar um aparecimento anormal de radicais livres
de oxigénio.”®" O stress oxidativo pode ter um papel importante na fisiopatologia da FC. O
pulm&o, o principal 6rgdo responsdvel pela morbilidade e mortalidade nesta doenca é
particularmente vulneravel a elevados niveis de stress oxidativo. Esta exposto a 8000 L de ar
rico em oxigénio por dia, bem como a particulas tdxicas, diéxido de nitrogénio, ozono e
outros oxidantes. Além disso, ha internamente fontes de oxidantes, incluindo os processos
metabdlicos mitocondriais, acidos gordos, reagdes com o citocromo P450, ativagdo fagocitica
e o sistema da 6xido nitrico sintase.”* Os oxidantes s&o cruciais para a defesa do hospedeiro.
O trato respiratdrio esta protegido contra infecdes por radicais livres de oxigénio gerados por
células fagociticas e epiteliais e a diminuicdo destes radicais pode originar infecbes
bacterianas cronicas. Embora os oxidantes das vias respiratorias fornecam muitos beneficios,
um excesso de oxidantes pode causar danos biomoleculares que poderdo desempenhar um
papel importante em varias doencas pulmonares, incluindo a FC. O ambiente redutor
encontrado nas células pulmonares saudaveis impede a geracdo de uma resposta inflamatoria
exagerada aos “stresses” inalados. Um ambiente oxidativo, por sua vez, influencia varios
eventos de sinalizacdo intracelular, o que conduz a apoptose, aumento da sintese e secre¢do de
muco, alteracdo do transporte de ides, incluindo a secrecdo de cloreto. O resultado é uma
cascata de inflamacgdo excessiva, libertacdo de mediadores e eventos de lesdo tecidular que
caracterizam a doenca pulmonar na FC. Com inicio na infancia, os individuos com FC séo
atormentados por inflamacdo das vias respiratorias. Um elevado nimero de neutrdfilos
ativados migram para o interior das vias respiratorias para atacarem as bactérias invasoras e
tém o potencial de libertar para o seu microambiente grandes quantidades de oxidantes,
incluindo o anido superdxido, perdxido de hidrogénio e acido hipocloroso. Bactérias como a
Pseudomonas aeruginosa que, cronicamente, infeta as vias respiratérias na FC, também
geram radicais livres de oxigénio através da libertacdo de piocianina e outros pigmentos
fenazina. Consequentemente, as vias respiratorias na FC sdo expostas, ndo s6 aos ambientes
normais de oxidantes, mas também aos oxidantes derivados de processos inflamatérios e
doengas infeciosas, causando um saldo positivo de excesso de oxidacdo, tal como
demonstrado pelos marcadores oxidativos lipidicos e proteicos encontrados nos individuos

com FC."?
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As vias respiratdrias normais sdo capazes de lidar com o stress oxidativo através de uma
variedade de mecanismos, incluindo a absorcéo e/ou biossintese de antioxidantes enzimaticos
e ndo enzimaticos. Maiores niveis de antioxidantes no plasma ou na dieta tém sido associados
a uma melhoria da funcdo pulmonar, como demonstrado por um maior nivel e menor
velocidade de declinio do volume expiratério for¢cado no 1° segundo (FEV1) e um declinio no

risco de doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC)."

Os antioxidantes ndo enzimaticos em maior quantidade presentes na superficie do trato
respiratorio incluem ascorbato, urato, a-tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSH),
mucinas e albumina. As proteinas metal-ligando como a lactoferrina, transferrina e
ceruplasmina também, previsivelmente, funcionam como antioxidantes intralumenais das vias
respiratdrias. As concentracfes de antioxidantes que estdo disponiveis no meio extracelular
variam muito de localizacdo. No pulmao normal, a GSH e o ascorbato, por exemplo, estdo
presentes em concentracBes bastante elevadas no lavado broncoalveolar, mas nas vias aéreas
respiratdrias, onde a FC seria proeminente, as concentracdes sdo mais baixas e a mucina pode
representar o principal antioxidante. Os antioxidantes que estdo presentes no fluido da
superficie normal das vias respiratorias também sdo encontrados no fluido das vias
respiratérias com FC, embora 0s niveis estejam, por vezes, alterados.”* De forma a entender
como é que estes numerosos sistemas antioxidantes podem ser alterados na FC, € importante
examinar as principais defesas antioxidantes do hospedeiro, que se encontram implantadas
nas vias respiratorias. A mucina é uma das proteinas mais abundantes da expetoracdo, trata-se
de um antioxidante e um importante determinante da viscosidade do muco. As propriedades
antioxidantes da mucina devem-se ao seu elevado numero de residuos de cisteina e cistina
altamente recativos e as propriedades antioxidantes dos seus carbohidratos. O stress oxidativo
aumenta a expressdo genatica da mucina e a sua secrec¢do, resultando num aumento dos niveis
de antioxidantes nas superficies do trato respiratorio. A viscosidade da mucina € regulada pelo
movimento da agua, bicabornato e glutationa, os quais sdo influenciados pela CFTR. Um
decréscimo em qualquer um destes fatores, 0 que acontece apos a perda da fungdo da CFTR,
aumentam a viscosidade da mucina. O muco mais grosso e viscoso na superficie epitelial das
vias respiratorias fornece uma barreira antioxidante, embora o eliminacdo mucociliar seja
mutuamente comprometido. Os niveis de mucina na expetoracdo dos doentes com FC podem
atingir uma concentracédo de 40 mg/g e podem representar muito do potencial antioxidante das

vias respiratorias na FC. Contudo, mucina em excesso, pode ser contra produtiva para a salde
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das vias respiratdrias; a mucina respiratoria protege das bactérias patogénicas como a
Pseudomonas aeruginosa a partir da morte mediada dos neutrofilos. A inibicdo da sintese de

mucina tem sido descrita como uma potencial estratégia terapéutica na FC."

A GSH, um tripéptido, é o principal composto de tiol de baixo peso molecular e desempenha
varios papéis. Nas células pulmonares, as fungdes da GSH sdo de antioxidante em
combinacdo com GSHPx ou peroxiredoxina. O dissulfureto de glutationa resultante (GSSG)
ou é rapidamente reduzido pela glutationa redutase e o NADPH ou utilizado no processo de
folding da proteina do reticulo endoplasmatico. Aqui a GSSG ¢é reciclada pela proteina
dissulfureto isomerase para formar GSH. Devido a estes mecanismos de reciclagem, a GSH é

um tampdo intracelular extremamente eficiente para o combate ao stress oxidativo.”

Um defeito consideravel no metabolismo da GSH associado a uma reduzida ingestdo e
absorcéo de vitaminas antioxidantes lipo-soluveis (vitamina E e carotenoides que estimulam a

atividade da GSPHx) pode contribuir para uma protecdo antioxidande néo efetiva,’®"

0 que
se acredita exacerbar os indices de stress oxidativo juntamente com a progressdo do estado
clinico. O desenvolvimento de lesdes inflamatorias e degenerativas nos tecidos alvo, como o
pulmao, pancreas e figado vai agravar ainda mais a alteracdo de um fluxo normal para um
fluxo anormal de radicais livres de oxigénio em varios 6rgaos, levando, consequentemente, ao
desenvolvimento de stress oxidativo sistémico. Sob este ponto de vista, assume-se que 0sS

doentes com FC, necessitem de uma demanda antioxidante mais elevada.”

As estratégias da terapia com antioxidantes na FC tém como principal objetivo restaurar o
balanco oxidante-antioxidante das vias respiratorias, o qual se encontra alterado devido a
infecdo cronica e ativacdo celular inflamatoria. Alguns ensaios observacionais confirmaram
gue os antioxidantes usados como suplementos alimentares ou farmacos para administracdo
pulmonar através de formulacGes de aerosséis, podem ajudar a aliviar os danos progressivos

do pulmdo e outros eventos clinicos adversos da FC como o crescimento anormal.”

Wood et al,” realizaram o primeiro ensaio clinico randomizado duplamente cego e controlado
em doentes com FC no qual foi avaliado o efeito da suplementacdo antioxidante nas
concentragdes de isoprostano. Os isoprostanos sdo considerados os biomarcadores mais
precisos e confidveis de stress oxidativo, porque sdo estruturalmente estaveis, sdo produzidos
in vivo, e estdo presentes em concentragcdes relativamente elevadas. Os investigadores

descreveram que, embora as defesas antioxidantes aumentem com a administragdo de
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elevadas doses de antioxidantes, ndo existe correspondéncia com a diminui¢do do stress
oxidativo (avaliado pelas concentragdes de 8-iso-PGF,,). As concentra¢des de acidos gordos
no plasma mostraram ter uma maior influéncia nas concentracdes plasmaticas de 8-iso-PGF,,
sugerindo que uma elevada ingestdo de acidos gordos contribui para o stress oxidativo.
Contudo, a existéncia de uma correlacdo entre as concentracdes aumentadas de acidos gordos
no plasma e o aumento da funcdo pulmonar sugere que dietas ricas em acidos gordos
apresentam beneficios clinicos para os doentes com FC. Também se verificou que o aumento
da concentragdo plasmatica de antioxidantes (p-caroteno, percursor da vitamina A e selénio,
um composto essencial de enzimas como a GSHPxs) tem uma relagdo direta com o aumento
da funcdo pulmonar. Consequentemente, as dietas ricas em antioxidantes e acidos gordos

podem ter relevancia clinica nos doentes com FC."

A figura 4.2 mostra que um aumento na concentracdo de acidos gordos esta relacionado tanto
com o aumento do stress oxidativo como com a melhoria da funcdo pulmonar, ou seja, 0s
beneficios clinicos ganhos a partir de uma dieta rica em acidos gordos prevalecem sobre
qualquer efeito negativo da oxidacdo, resultando numa melhoria da funcdo pulmonar. Estes
resultados levaram os autores a questionar a importancia do stress oxidativo na FC. A FC é
uma doenca multifatorial e sdo muitas as variaveis que levam aos danos do pulméo, como a
infecdo, a eliminacdo mucociliar reduzida e a gravidade da mutagdo genética. O curto prazo
de suplementacgéo do ensaio ndo forneceu qualquer evidéncia direta de que o stress oxidativo

pudesse contribuir para a deterioracio do pulmao.”
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+Ve Concentrac¢do Plasmaticade
Acidos Gordos

Fungdo Pulmonar Stress Oxidativo

Estado Nutricional

+Ve ~

Suplementosde
Espectativade Vida antioxidantes

Figura 4.2 — Modelo que descreve a relagdo entre o stress oxidativo, o estado nutricional, 0s
antioxidantes e o estado clinico na fibrose cistica. +Ve, efeito positivo e —Ve, efeito negativo
Adaptado de 72.

Até agora, poucos estudos tém examinado com suficiente rigor metodoldgico a eficacia
clinica da terapéutica antioxidante na FC. A informacdo util neste campo foi retirada de
quatro ensaios clinicos randomizados controlados e de um estudo quase randomizado
controlado com vitaminas C, E, B-caroteno e selénio usados como suplementos administrados
sozinhos ou em associacdo. Apenas trés ensaios (87 participantes) apresentaram dados
adequados para a andlise, dois ensaios revelaram auséncia de qualquer melhoria significativa
na funcdo pulmonar, que foi escolhida como resultado priméario, conjuntamente com a
qualidade de vida que aumentou num ensaio. Os resultados secundarios relativamente aos
indices laboratoriais de stress oxidativo e estado antioxidante mostraram grandes melhorias.
Estas melhorias incluiram o aumento SeGPx nos eritrocitos (RBC) devido ao suplemento de
selénio administrado individualmente ou combinado com outros suplementos, e aumentou 0s
niveis de todos os antioxidantes plasmaticos, exceto da vitamina C, o que foi observado em
todos os ensaios.””’® A mensagem retirada, a partir destes estudos, para pediatras e
nutricionistas dentro do corpo clinico de centros de FC é que, na auséncia de provas sélidas
sobre a eficacia clinica de formulagGes orais de suplementos antioxidantes em doentes com
CF, 0 seu uso como uma pratica clinica de rotina deve ser considerada com a devida cautela,

tendo claro em mente que este deve representar apenas um complemento de uma das mais
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criticas intervengdes no programa de manutencdo de qualidade de vida dos doentes com FC,

como por exemplo, fornecer uma nutrigdo adequada.”

Ainda no que diz respeito as tentativas de melhorar o estado de desequilibrio da oxidagéo
sistémica que é observado nos doentes portadores da mutacdo na CFTR, Tirouvanziam et al,>®
realizaram um estudo acerca do efeito de um pro-farmaco da GSH (o antioxidante celular
mais abundante) no processo inflamatério, caracteristico da FC. Tendo em conta que 0s
neutrofilos de doentes com FC apresentam deficiéncia no antioxidante GSH, partiu-se do
pressuposto que um farmaco que aumentasse os niveis deste antioxidante poderia ser atil. O
estudo consistiu na administracdo, num total de 27 criancas, 9 controlos e 18 com FC, de
doses elevadas de N-acetilcisteina (0.6; 0.8 e 1.0 g por dia, 3 vezes ao dia durante 4 semanas),
um metabolito enddgeno intermediario, que é frequentemente utilizado na FC, como
fluidificante do muco, e é um pro-farmaco da GSH, o que podera contribuir para melhorar o
desequilibrio oxidativo. Os investigadores verificaram que a adesdo ao tratamento foi elevada
(93 £ 1%), sem ocorréncia de efeitos adversos identificados clinicamente, em testes
laboratoriais e nos questionrios relativos a qualidade de vida. A eficicia do tratamento, com
elevadas doses de N-acetilcisteina, foi demostrada pelo aumento significativo dos niveis de
GSH nos neutrdfilos e eritrécitos, ndo havendo diferenca estatistica entre as 3 doses usadas,
para além da diminuicdo de recrutamento de neutrofilos para o pulm&o. Assim, a N-
acetilcisteina mostrou ser segura em elevadas doses (600 mg), podendo ser utilizada na FC
junto a outros medicamentos, como os antibidticos. Apesar da funcdo pulmonar nao ter
apresentado melhorias significativas, neste estudo, a diminuicdo da atividade da elastase
observada, o melhor indicador da funcdo pulmonar, oferece esperancgas de que o tratamento a
longo prazo (superior a 4 semanas) possa ajudar a diminuir o ritmo do declinio da fungdo

pulmonar, caracteristico dos doentes com FC.*

Tendo em conta o que ja foi descrito anteriormente, nomeadamente que o0s niveis de varios
antioxidantes nos fluidos extracelulares se encontram significativamente diminuidos no
individuo com doenca pulmonar na FC, parece possivel que ao restaurar esses niveis de
antioxidantes, restaurando o equilibrio redox, se poderiam modular processos inflamatorios e,

consequentemente, reduzir o stress oxidativo relacionado com a inflamacéo.

Neste sentido, a suplementacdo com as vitaminas A e E, no sentido de normalizar os niveis

séricos, devera fazer parte da rotina dos individuos com FC. Estes antioxidantes lipossoluveis,
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que apresentam elevados efeitos de protecdo das células broncoepiteliais, estdo na maioria dos
casos bastante diminuidos no plasma dos individuos com FC. A relacdo descrita entre os
niveis plasmaticos e a melhoria do estado clinico para outros lipidos solUveis antioxidantes é
preliminar, mas uma vez que as evidéncias sugerem que a suplementacéo pode ser benéfica,
0s ensaios clinicos cuidadosamente controlados deverdo constituir uma prioridade dentro dos
ensaios futuros, com antioxidantes, na FC.”* Assim, recomenda-se que os estudos futuros
usando antioxidantes em associacdo ou suplementos de antioxidantes individuais, incluam
medidas de biomarcadores da inflamacdo e de stress oxidativo, bem como medidas de

resultados clinicamente relevantes.’

A administracdo pulmonar de antioxidantes por meio de formulacdes de aerossois apresenta-
se como campo promissor na investigacao clinica da FC. Deverdo, no entanto, ser colocadas
varias questdes para entender o potencial da terapéutica antioxidante sistémica ou com
aerossois na FC. Os problemas de toxicidade, sdo atualmente, a principal preocupacéo e tema
de avaliacdo clinica por varios grupos, uma vez que os niveis adequados de ingestdo de
micronutrientes antioxidantes sdo diferentes entre os doentes com FC e os individuos
saudaveis, variando igualmente de acordo com a idade dos doentes e muitos outros fatores,

como por exemplo, o nivel individual de deficiéncia em micronutrientes antioxidantes.”
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5.1. Terapéutica Genética

As terapéuticas atualmente disponiveis, desde os antibidticos inaldveis, anti-inflamatorios
sistémicos, mucoliticos, tém revelado aumentar a qualidade e expetativa de vida, no entanto,
estes farmacos nédo tratam o defeito basico causador da FC, isto é, a auséncia de CFTR
funcional.> Assim, surgem, ao longo dos tempos, as estratégias terapéuticas modificadores da
doencga, que podem ser classificadas em dois grupos principais: agentes que tém como alvo a
mutacdo genética (terapéutica genética) e as novas abordagens que tém como objetivo
tratarem a proteina associada ao defeito genético, tais como moléculas moduladoras da
CFTR.™

A FC é uma excelente doenca candidata a terapia genética, uma vez que ja se verificou que
pequenas quantidades de CFTR funcional (aproximadamente 10% dos niveis totais normais
da proteina) sdo suficientes para prevenir a doenca pulmonar.? Apenas uma pequena porcao
de células no epitélio das mucosas necessita expressar a CFTR para que ocorra corre¢ao total
das propriedades do transporte de cloro.? A fibrose cistica é considerada doenca candidata
ideal para a terapéutica genética por outros motivos. Para além de advir de um defeito
genético recessivo, a principal patologia associada é a do pulmdo, 6rgdo acessivel sem
necessidade de tratamentos invasivos. A estas caracteristicas adiciona-se o fato de ser uma
doenca progressiva, com um fenotipo praticamente normal no nascimento, o que permite uma
janela terapéutica, desde o nascimento até que o doente atinja o estado moderado a grave da
doenca.?

A terapéutica genética implica a inclusdo celular de genes inexistentes ou ainda a corre¢do de
genes modificados através da insercdo da sequéncia genética inalteravel.””"® Apesar destas
novas terapéuticas poderem constituir uma promissora modalidade na pratica médica para o
tratamento de doencas como a FC (doencas resultantes de alteracfes moleculares dos acidos
nucleicos), a sua eficacia é limitada pela reduzida penetracdo celular de moléculas de ARN
e/ou ADN (Fig. 5.1), por serem moléculas polianionicas e por apresentarem instabilidade nos
liquidos celulares.”"’ Por estes motivos, para que estas terapéuticas possam ser eficazes,
surge a necessidade do desenvolvimento de um sistema efetivo de libertacdo de moléculas de

ARN e/ou ADN e dos seus fragmentos no interior das células.”"’
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Figura 5.1 — Barreiras fisioldgicas e ndo fisiologicas para entrada de &cidos nucleicos nas células.
Adaptado de 78.

O sistema de libertacdo de material genético para uso terapéutico a partir de particulas

semelhantes a virus recebeu uma atencdo consideravel.”

A evolucdo molecular dos virus
produziu organismos de eficiéncia incompardvel para transportar e libertar material
genético.”® A utilizacdo de virus destruidos (por exemplo, retrovirus, adenovirus e virus
adeno-associados), que ndo possuem propriedades virulentas nem capacidade replicativa
parecia ser o método mais eficaz de libertacdo de material genético até um doente de um
ensaio clinico ter morrido quatro dias apés receber a terapéutica adenoviral para o tratamento
da deficiéncia da enzima ornitina transcarbamilase.”® A pressdo negativa que esta situacao

gerou, juntamente com outras desvantagens da terapéutica de genes virais, como a ocorréncia
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de resposta imunitéria, possibilidade de ativacdo de proto-oncogene, os custos de producao e
limitacGes de tamanho do gene a libertar, exigiram a criacdo de estratégias alternativas de

terapéutica genética.’

Os sistemas de libertacdo constituidos por vetores ndo-virais baseiam-se no uso de espécies
cationicas.?® Estas tém a capacidade de complexar os genes que, por sua vez, sio carregados
negativamente. Assim, 0S genes sdo protegidos contra a degradacdo por DNAses, sendo

compactados para penetrar no interior da célula via endocitose.®%%

Os sistemas ndo virais que tém sido estudados incluem emulsdes lipidicas catidnicas,
dendrimeros, moléculas de ADN conjugadas com lipidos, hidratos de carbono, proteinas ou

outros agentes sintéticos (particulas poliméricas) e lipossomas catiénicos.®®

Os ensaios clinicos realizados no @mbito da FC utilizaram, dentro das espécies cationicas, 0s

lipossomas, os quais serdo discutidos na sec¢ao seguinte.
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5.1.1. Abordagem Lipossomal

Os lipossomas foram descobertos em 1961 pelo cientista inglés Alec Bangham,®® sdo
vesiculas esféricas artificiais de tamanho variavel (20 nm a cerca de 1 pum de didmetro), os
quais podem ser produzidos a partir de fosfolipidos naturais e colesterol.®> Geralmente, os
lipossomas podem ser classificados como unilamelares (Fig. 5.2) ou multilamelares (Fig. 5.3).
Os lipossomas unilamelares séo divididos em lipossomas de tamanho pequeno (SUV, 50-100

nm) ou lipossomas de tamanho grande (LUV, 100-250 nm).

Area Hidrofébica

Nucleo

Area Hidrofilica

Figura 5.2 - Estrutura de lipossoma unilamelar. Adptado de 87.

Os lipossomas unilamelares, SUVs e LUVs, sdo ambos compostos por uma bicamada
fosfolipidica e um grande interior aquoso, permitindo, consequentemente, o carregamento de
farmacos hidrofilicos; enquanto os lipossomas multilamelares (MLV), normalmente com um
didmetro de 1-5 pum, sdo compostos por Vvérias bicamadas lipidicas e um espaco interior
aquoso limitado, adequados, consequentemente, ao transporte de farmacos hidrofébicos.®
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Figura 5.3 - Estrutura de lipossoma multilamelar. Adptado de 87.

A sua utilizacdo como sistemas transportadores de farmacos foi proposta, pela primeira vez,

em 1971 por Gregoriadis, tendo sido bastante utilizados para esse efeito desde entdo.%

Os farmacos hidrossoltveis sdo encapsulados no interior da cavidade lipossomal, enquanto 0s

farmacos lipossoltveis s&o incorporados na bicamada lipidica®® (Fig. 5.4)

Figura 5.4 - Lipossoma unilamelar contendo substancias ativas solubilizadas na fase aquosa (1) e na
bicamada lipidica (2). Adaptado de 89.
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Devido a sua estrutura de bicamada ser tdo semelhante a estrutura das membranas celulares,
os lipossomas sdo capazes de interagir profundamente com as células do organismo. Varios
tipos de interacBes de lipossomas com células da corrente sanguinea foram descritos, tais

como a transferéncia ou troca de lipidos, endocitose, fusio (Fig. 5.5).%

Absorcao

whpechicd
nio especiics o

Troca Llpldnca

Figura 5.5 — Possiveis mecanismos de interacdo dos lipossomas com as células do organismo.
Adaptado de 90.

Os lipossomas foram os primeiros nanossistemas utilizados em clinica.®® S&o sistemas
altamente versateis, pois as suas propriedades fisicas e quimicas podem ser alteradas de
acordo com o0s requisitos farmacéuticos e farmacoldgicos, de forma a permitir o
direcionamento especifico e a libertacdo progressiva e controlada do farmaco encapsulado. A
sua versatilidade estrutural manifesta-se em termos de tamanho, composicdo, carga de
superficie (Fig. 5.6), fluidez da membrana e habilidade para incorporar farmacos hidrofilicos
elou lipofilicos.”™ Essas carateristicas conferem aos lipossomas maior eficacia terapéutica em
relacdo a outras formas farmacéuticas. Para além disso, o farmaco encapsulado apresenta uma
diminuig&o significativa de toxicidade e das interagdes medicamentosas, um maior tempo de
permanéncia em circulagdo e um minimo de rea¢des inflamatorias locais, e sobretudo hd um

aumento da potencializacdo do efeito profilatico.”
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Figura 5.6 — Exemplos de fosfolipidos utilizados na preparacdo de lipossomas e suas respetivas
temperaturas de transicdo de fase (Tc) e a carga da molécula. Adaptado de 91.

Apesar das suas vantagens, os lipossomas sdo rapidamente eliminados da circulagédo
sanguinea, o que pode ser minimizado pela modificacdo das suas carateristicas superficiais.
Os lipossomas “de longa dura¢do” podem ser obtidos in vitro por diferentes métodos. A
estratégia mais utilizada é o revestimento da superficie lipossdbmica com polimeros
hidrofilicos sintéticos, especificamente os polietilenoglicois (PEG), cujo resultado sédo
lipossomas estabilizados estericamente ou lipossomas peguilados. A camada hidrofilica
superficial destes polimeros aumenta o tempo de permanéncia dos lipossomas em circulagéo,
prevenindo 0 seu reconhecimento e consequente associagdo com as opsoninas no plasma.
Consequentemente, é inibido o processo de reconhecimento molecular e a captura pelas

células do sistema mononuclear fagocitico.**

O primeiro medicamento lipossomal a ser introduzido no mercado foi a doxorrubicina
(Doxil®/Caelyx®) em 1995, para tratamento do sarcoma de Kaposi associado a SIDA.
Caelyx® é uma formulacdo lipossémica, cujo farmaco, o cloridrato de doxorrubicina, esta

encapsulado em lipossomas com metoxipolietilenoglicol (MPEG) ligado a superficie
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(lipossomas peguilados). Para além deste, outras formulagdes lipossomais destinadas também
ao tratamento do cancro, tém sido introduzidas no mercado, tais como o Myocet® e o

DaunoXome®, os quais reduziram significativamente a toxicidade cardiaca do farmaco.®>%

O AmBisome®, aprovado pela FDA em 1997, é uma preparagdo lipossémica de vesiculas
unilamelares pequenas, constituidas por fosfatidilcolina hidrogenada de soja, colesterol,
dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG) e o farmaco anfotericina B (Fig. 5.7) na razdo molar de
2:1: 0.8:0.4. A anfotericina B foi o primeiro agente antifangico a ser aprovado pela FDA em
1965, e apesar da sua elevada toxidade, a sua poténcia, espetro de acdo e quase 50 anos de
experiéncia clinica tém permitido que a anfotericina B permaneca como farmaco de eleicéo
no tratamento da maioria das micoses sistémicas observadas em doentes imuno-deprimidos.
Foi com base na toxicidade renal apresentada por este firmaco que surgiu a necessidade de
serem desenvolvidas formulacdes menos téxicas e, ao mesmo tempo, novos métodos de

veiculago de anfotericina B, levando ao aparecimento do AmBisome®.*?

Vista do lipossoma em corte transversal

Bicamada Fosfolipidica

Moléculas de
anfotericina B

Figura 5.7 — AmBisome, sistema lipossomal unilamelar. Adaptado de 94.

De modo a comparar in vitro a toxicidade do AmBisome® com a da anfotericina B, o
AmBisome® foi incubado a 37 °C durante 2 horas com glébulos vermelhos humanos lavados.
Em concentracdes acima de 100 mg/L, o AmBisome® causou apenas 5% de hemélise

comparativamente aos 92% de hemolise causados pela anfotericina B numa concentracao de 1
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mg/L. O AmBisome® é assim uma formulagdo lipossomal de anfotericina B com

propriedades toxicoldgicas e farmacocinéticas tnicas.*

Desde o primeiro produto farmacéutico lipossomal (Caelyx®, aprovacdo em 1995) até ao
Gltimo (Marqibo®, lipossomas de sulfato de vincristina, aprovacdo em 2012 pela FDA para
tratamento da leucemia linfoblastica aguda), existem atualmente imensas formulacGes
lipossomais de sucesso. A maioria destas formulacbes é para administracdo por via

endovenosa devido & degradacao dos lipidos no trato gastrointestinal. %

Contudo, algumas das
formulacGes mais recentes, ainda ndo aprovadas pela FDA, usadas apenas em ensaios

clinicos, podem ser administradas através de injecdo subcutanea ou inaladas como aerosséis.®

5.1.1.1. Os lipossomas Cationicos na Terapéutica da Fibrose Cistica

No inicio da década de 1990, foi demonstrado, pela primeira vez, o uso de lipossomas
catidénicos como sistemas eficientes de carregamento e libertacdo de ADN. A administracdo
de ADN complexado a lipossomas cationicos, em animais, mostrou uma melhoria da
expressdo terapéutica de proteinas em varios orgaos. Desta forma, prevé-se que a fibrose
cistica, entre muitas outras doencas, seja um potencial alvo de aplicacdo para a terapéutica

genética com lipossomas.®®

Na terapéutica genética, os lipossomas catidnicos representam, atualmente, o tipo de vetor
ndo-viral mais utilizado. Estes sistemas apresentam determinadas vantagens quando
comparados com 0s vetores virais, tais como: auséncia de imunogenicidade e possibilidade de
introduzir longos fragmentos de ADN no compartimento intracelular, para além de que o
ADN apresenta uma carga efetiva negativa.” Desta forma, varias formulacdes a base de
lipossomas catiénicos tém sido avaliadas em ensaios clinicos, por exemplo, no tratamento do

cancro e fibrose cistica.”

Os lipossomas cationicos, tal como o nome indica, apresentam a sua superficie carregada
positivamente e estdo inseridos na categoria dos lipossomas polimorficos, ou seja, lipossomas
que se tornam reativos em consequéncia de uma alteragdo na sua estrutura desencadeada por
uma alteragdo de pH, temperatura ou carga eletrostatica.”* A Figura 5.8 apresenta a estrutura
de um lipido catidnico 1,2-dioleoil-3-trimetil-amonio-propano (DOTAP), usado na
preparacdo de lipossomas catiénicos.’
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Figura 5.8 — Estrutura de um fosfolipido cationico 1,2-dioleoil-3-trimetilaminopropano (DOTAP). A
maioria dos outros lipidos cationicos tem estrutura geral semelhante. Adaptado de 91.

A introducdo dos lipossomas cationicos em ensaios clinicos, como sistemas adequados de
transfecdo, foi feita em 1987 por Felgner et al e, desde entdo, tem-se mostrado como um dos
caminhos mais promissores para introduzir um gene exdgeno no interior das céluas.” Os
lipossomas cationicos interagem com o ADN atraves de interaces eletrostaticas, j4 que a
molécula de ADN é carregada negativamente. A carga total, no entanto, mantém-se com valor
positivo. Isto vai permitir a interagdo eficiente do transportador lipossomal com a carga

negativa da membrana celular, penetrando na célula, principalmente através de endocitose.**

No entanto, os lipossomas catidénicos também enfrentam alguns problemas na sua aplicacéo,
na medida em que formam grandes agregados in vivo e apresentam sensibilidade sérica o que

leva a uma certa instabilidade.®®

Os sistemas néo virais de transporte de genes tém vindo a receber uma atengdo crescente,

nomeadamente os lipossomas catiénicos como DC-Chol/DOPE®*® (Fig. 5.9).
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Figura 5.9 — Estrutura quimica dos lipidos usados na formagé&o de lipossomas cationicos. Adaptado de
97.

Existem duas vias principais pelas quais os lipossomas cationicos libertam o ADN plasmidico
no compartimento intracelular (Fig. 5.10).°" A via endocitica origina a formacgédo de
endossomas, que podem levar a uma eventual destruicdo do ADN plasmidico antes da sua

libertac&o no citoplasma.”’
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Figura 5.10 — Mecanismos de entrada nas células dos complexos lipossomas catiénicos — ADN
plasmidico. (A) Endocitose e (B) Fusdo direta com a membrana celular. Adaptado de 97.

Os ensaios clinicos com lipossomas cationicos tém mostrado mediar a transferéncia genética
em doentes com FC, sem qualquer evidéncia de inflamacdo, danos teciduais ou resposta

imunitaria sistémica.

O primeiro estudo de terapéutica genética mediada por lipossomas, usando lipossomas DC-
Chol/DOPE e ADN plasmidico CFTR, foi realizado em 1995 por Caplen et al.'® Estes
investigadores realizaram um ensaio duplamente cego, controlado por placebo em 15 doentes
com FC. Do total dos doentes, 9 individuos foram tratados com lipossomas cationicos DC-
Chol/DOPE complexados com doses de ADN plasmidico CFTR de 30-300 g, e os restantes
6 individuos receberam apenas lipossomas sem farmaco. As formulagdes foram libertadas no
nariz, via aerossol. O sistema de libertacdo foi intensivo no tempo, ou seja, os individuos
receberam elevadas doses ADN plasmidico CFTR através de sopros de aerossol de 10 em 10

minutos durante 7 horas. Ndo foram observados quaisquer efeitos adversos e as biopsias
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nasais ndo apresentaram quaisquer variages histoldgicas ou imuno-histologicas. O ADN
plasmidico e 0 ARN transgénico foram detetados na maioria dos doentes tratados. Verificou-
se uma restauracdo parcial (20%) na funcdo da CFTR (correcdo da diferenca de potencial
nasal), nos individuos com FC, apds administracdo do ADN plasmidico CFTR. Esta
restauracdo foi méxima por volta do 3° dia e voltou aos valores do pré-tratamento no 7° dia.
Os autores concluiram que, embora os resultados obtidos sejam encorajadores, € necessario
que, tanto a eficiéncia da transfecdo como a duracdo da expressdo aumentem para que esta

metodologia tenha beneficios terapéuticos.'®

Gill et al® descreveram um estudo duplamente cego, controlado com placebo para testar a
eficacia e seguranca de lipossomas DC-Chol/DOPE na libertacdo de ADN plasmidico CFTR
para o epitélio nasal de doentes com FC. Os investigadores usaram uma razdo molar de
lipossomas DC-Chol/DOPE de 6:4 e 40-400 pg de ADN plasmidico CFTR. O epitélio
respiratorio que reveste a cavidade nasal foi alvo de instilacdo direta de complexos lipossoma-
ADN. Isto permitiu monitorizar a evidéncia de uma potencial toxicidade e correcdo do defeito
no transporte de iGes na FC. N&o foram observados quaisquer efeitos imunoldgicos,
inflamatdrios ou outros efeitos toxicos e a funcdo da CFTR, apos a transferéncia genética, foi

demonstrada usando duas técnicas independentes.®

Para evidenciar a seguranca e eficacia dos lipossomas DC-Chol/DOPE como mediadores da
transferéncia do gene CFTR, foi usado o epitélio respiratério da cavidade nasal como um
tecido “substituto” do pulmao. Isto ofereceu um acesso simples e ndo invasivo a um epitélio
com histologia e funcdo similar ao epitélio traqueio-bronquial e defeitos similares nos
eletrolitos associados a FC. Neste estudo, duplamente cego, controlado com placebo, e que
incluiu 12 doentes com FC, uma Unica dose do complexo lipossoma-ADN foi instilada
diretamente no epitélio nasal. Dos 12 doentes incluidos no estudo, 4 doentes receberam uma
dose baixa de CFTR (0.8 mL contendo 40 pug de ADN pTRIAL10CFTR2 complexado com
0.4 umol de lipossomas DC-Chol/DOPE), 4 doentes receberam uma dose elevada de CFTR (8
mL contendo 400 pg de ADN CFTR complexado com 4 pmol de lipossomas DC-
Chol/DOPE, e os restantes 4 individuos foram tratados com placebo: 2 doentes receberam
uma dose de vetor controlo (8 mL) contendo 400 pug de ADN pTRIAL10 complexado com 4
umol de lipossomas DC-Chol/DOPE e os outros 2 receberam tampdo HEPES Kreb’s. As
solugdes de tratamento foram libertadas nos doentes em 4 sessfes distribuidas por 2 dias,

tendo sido administrado aos doentes ¥ da dose total do tratamento em cada sessao (0.2 mL ou
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2 mL). Nao foram observados quaisquer efeitos adversos, nem se verificaram variag0es
significativas nos parametros clinicos avaliados, assim como ndo houve registo de respostas
imunolégicas.” Estes resultados vdo de encontro ao que foi descrito noutros estudos, nos
quais os lipossomas DC-Chol/DOPE foram administrados em doentes com FC. Num estudo
com transferéncia de genes CFTR através de adenovirus, Knowles et al, também, descreveram
um doente com o mesmo sintoma.”® Ambos os estudos usaram um método similar de
instilacdo para libertar a solucdo de tratamento no nariz, embora se pense que a causa da dor
no ouvido tenha sido consequéncia do método de administracdo, ou devido a uma
subsequente infecdo viral ndo clara.®® Ao contrario dos vetores adenovirais, os lipossomas

DC-Chol/DOPE parecem fornecer um veiculo seguro de transferéncia de genes.”®%

Para avaliar a transferéncia do gene CFTR funcional, foram analisadas as diferengcas no
transporte de eletrélitos entre individuos normais e individuos com FC. O epitélio nasal dos
individuos com FC mostrou absor¢do de sodio aumentada e decréscimo da secrecdo de
cloreto comparado com os individuos sem doenca. Os efeitos funcionais da transferéncia de
ADN plasmidico CFTR foram avaliados in vivo, através da medida de diferenca de potencial

transepitelial, e ex vivo, usando microscopia de fluorescéncia.*®

Este estudo mostrou que o uso de lipossomas cationicos, para facilitar a transferéncia do gene
CFTR para o epitélio nasal, ¢ um procedimento seguro, sem quaisquer efeitos adversos
observados mesmo quando foi administrada a dose mais elevada usada no ensaio. Para além
disso, o estudo confirma que a transferéncia de genes mediada por lipossomas é funcional,
uma vez que se verificou que 6 dos 8 doentes tratados com CFTR mostraram evidéncia da
melhoria da funcdo CFTR por meio de medicdes da diferenca de potencial transepitelial ou

por anélise SPQ (microscopia de fluorescéncia).”

Embora a correcdo das anomalias no transporte de ides, em doentes com FC, que foi
observada utilizando estes métodos, tenha sido transitdria, num doente observou-se uma
duracdo de 15 dias apds o tratamento. No entanto, se a transferéncia de genes for bem-
sucedida nas vias respiratdrias inferiores, repetir a dosagem em intervalos relativamente

curtos, pode ser uma solucgdo para que, a longo prazo, se obtenha beneficio terapéutico.®

Um estudo de Hyde et al®®

revelou que a expressdo genética de CFTR seguida da
administracdo de complexos lipossomas/ADN, no epitélio respiratorio de doentes com FC, é
transitdria. Consequentemente, a administracdo em doses mdaltiplas é necessaria para obter
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uma expressdo genética a longo prazo. Os mesmos autores j& tinham mostrado, em estudos
anteriores, que este tipo de administracdo aplicada a complexos lipossomas/ADN conseguia
corrigir o defeito no transporte de ides em ratos. A seguranca e eficacia da administracdo em
doses multiplas de complexos lipossomas DC-Chol/DOPE e genes CFTR foram avaliadas
usando o epitélio respiratdrio da cavidade nasal como um tecido “substituto” do pulmao. Este
foi o primeiro ensaio clinico para avaliar as dosagens repetidas de complexos
lipossomas/ADN para qualquer doenca genética. O ensaio, duplamente cego, incluiu 12
doentes com FC e todos receberam doses idénticas das solugdes em cada narina. Do total dos
doentes, 10 individuos foram tratados com ADN plasmidico CFTR complexado com
lipossomas DC-Chol/DOPE, enquanto os restantes 2 doentes receberam placebo. Cada doente
recebeu 3 doses, administradas com 4 semanas de intervalo. Para cada narina, a dose (8 mL
contendo 400 pg de ADN plasmidico CFTR2-pTRIAL10 complexado com 4 pmol de
lipossomas DC-Chol/DOPE, ou 8 mL de tampdo HEPES Kreb’s para o placebo), foi dividida
em 4 aliquotas de 2 mL, libertadas, diretamente nas narinas dos doentes, a cada 30 minutos
durante, aproximadamente, 4 horas.” Os resultados deste estudo demonstraram que, embora
nédo se tivesse observado uma melhoria significativa da diferenca de potencial nasal, 6 dos
individuos tratados foram positivos para a transferéncia do gene CFTR apds administragdo de
cada dose. Para além disso, todos os individuos que apresentaram resultados positivos para a
funcdo da CFTR, também foram positivos para a presenca de ADN plasmidico, ARNm

derivado do plasmideo e proteina CFTR.*

Como descrito no estudo anterior,”® uma Gnica dose de complexos lipossomas/ADN CFTR
ndo revelou efeitos adversos graves e ndao houve mudancas significativas em nenhum dos
parametros clinicos medidos. E possivel que o desenvolvimento de uma resposta imune
anormal para os produtos expressos na sequéncia de transferéncia de gene possa ter
consequéncias graves a longo prazo para a terapéutica genética na CF. Individuos com FC
podem ter tolerdncia imunoldgica para CFTR normal, dependendo das suas mutagdes
especificas. Neste estudo, a expressdo do gene CFTR podia ter resultado numa resposta
imunitaria contra o produto do gene se os individuos com FC ndo possuissem tolerancia
imunoldgica. No entanto, ap6s trés doses dos complexos lipossomas/ADN CFTR, ndo foi
observada a presenca de auto-anticorpos ou respostas imunitarias celulares contra o gene
CFTR normal.*® Os resultados das medidas de eficacia, usadas neste estudo, sugerem que, ao

contrario de elevadas doses de adenovirus recombinante, os complexos ADN/lipossomas
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podem ter sucesso se forem administradas em doses sucessivas sem aparente perda de
eficacia.”

Em alternativa aos lipossomas DC-Chol/DOPE, os lipossomas cationicos DOTAP foram

usados em 1997 por Porteous et a1*™

, num ensaio de libertacdo, via aerossol nasal, de 400 pg
de ADN plasmidico CFTR em doentes com FC. Os lipossomas DOTAP foram escolhidos
pelos investigadores para este ensaio, porque as administragdes repetidas em ratos foram bem
toleradas e, quando complexados com CFTR-pCMV e administrados em ratos mutantes
transgénicos para a FC, a correcéo foi de, aproximadamente, 80% no défice eletrofisiologico
da traqueia, e detetado 8 a 9 dias apds administracdo. O estudo em doentes com FC,
duplamente cego, randomizado e controlado por placebo, incluiu um total de 16 individuos.
Os doentes foram divididos em 2 grupos, tratando-se 8 individuos com uma Unica dose
constante de 400 pg de CFTR-pCMV:2.4 mg DOTAP num volume final de 5.6 mL e os
outros 8 doentes com uma solucdo tampao de composicdo e volume equivalentes. O spray
nasal foi administrado pelos proprios doentes sob supervisdo. Todos os doentes foram
monitorizados para sinais e sintomas duas semanas antes do tratamento e quatro semanas apés
0 tratamento. A bidpsia nasal permitiu quantificar as células inflamatorias 3 dias ap6s o
tratamento em estudo. Tal como nos resultados dos estudos anteriormente descritos, nao
houve qualquer evidéncia de excesso de inflamacdo nasal, de marcadores da inflagcdo na
circulacdo ou de quaisquer outros eventos adversos associados ao tratamento ativo. A
transferéncia e expressdo genética foram medidas através da técnica de PCR. O ADN
transgénico foi detetado em 7 dos 8 doentes tratados, 28 dias apds o tratamento e o vetor
derivado do ARNm CFTR foi detetado em 2 dos 7 doentes durante mais de 3 dias e durante
mais de 7 dias. A correcdo parcial da funcdo da CFTR verificou-se em 2 doentes tratados, o
que foi medido através do transporte transepitelial de i6es (diferenca de potencial nasal). Os
resultados encontrados neste estudo, para o nivel de transferéncia genética e correcao
funcional da CFTR foram compardveis aos descritos anteriormente usando vetores de
adenovirus ou outros complexos lipossoma-ADN. Segundo os autores, os dados de seguranca
observados neste estudo, relativamente ao veiculo de transferéncia do material genético,
justificam estudos futuros do efeito da transferéncia genética de CFTR, mediada por DOTAP,
nos pulmdes de doentes com FC. Um estudo nesse sentido ira determinar se 0s niveis
terapéuticos de transferéncia expressdo de genes podem ser estabelecidos e mantidos, por

dosagem repetida, na auséncia de efeitos téxicos.**
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O primeiro ensaio de transferéncia do gene CFTR, mediada por lipossomas, nos pulmdes de

doentes com FC foi desenvolvido por Alton et al*®

em 1999. O ensaio duplamente cego e
controlado por placebo incluiu 16 doentes com FC, tendo-se usado lipossomas GL-
67"™/DOPE/DMPE-PEGsq. Os doentes foram divididos em 2 grupos: 8 individuos foram
tratados com 42.2 mg de ADN plasmidico CFTR complexado com os lipossomas GL-
67"™/DOPE/DMPE-PEGsqq, por meio de nebulizacdo nos pulmdes seguida, uma semana
mais tarde, por administracdo no nariz; os restantes 8 individuos (grupo controlo) foram
sujeitos a0 mesmo protocolo de tratamento mas apenas com administracéo de lipossomas. A
seguranca do ensaio foi analisada clinicamente, através de radiografia, fungdo pulmonar e
analise histoldgica. A eficacia analisada por analise de ADN CFTR e ARMm, diferenca de
potencial in vivo, ensaios de epifluorescéncia para medir o efluxo de cloreto e adesédo
bacteriana. Os resultados mostraram que, 7 dos 8 doentes tratados com os complexos ADN
CFTR/lipossomas descreveram sintomas ligeiros de infecdo pelo virus influenza (febre
elevada, dor de cabeca e dores musculares), detetados 6 horas apds a nebulizacdo, os quais
desapareceram dentro de 36 horas. Estes sintomas transitorios nao foram observados nos
doentes tratados com placebo, e quando o ADN plasmidico foi purificado para remover as
endotoxinas, 0s autores sugeriram que o elevado conteldo em citosina desmetilada e guanina
do ADN bacteriano, poderia ser o responsavel por estes resultados. A administracdo pulmonar
resultou numa condutancia do cloreto, significativamente, restaurada (25%, p<0.05) nos
doentes tratados com ADN plasmidico CFTR e ndo nos doentes tratados com placebo, quando
medido o efluxo de cloreto e a diferenca de potencial in vivo. Também se observou uma
reducdo na adesao bacteriana por Pseudomonas aeruginosa e um decréscimo nos marcadores
de infecdo pulmonar, ndo tendo sido detetadas alteracdes no transporte anormal de soédio. Os
autores do estudo sugerem que a transferéncia do gene CFTR, mediada por lipossomas, pode
influenciar significativamente o defeito de cloreto subjacente nos pulmdes dos doentes com
FC.lOZ

Apbs o gene CFTR ser descoberto em 1989, houve uma esperanca consideravel de que a
terapéutica genética poderia ser rapidamente desenvolvida. No entanto, esta provou ser um
campo extremamente desafiante visto que ja foram realizados mais de 25 ensaios de

terapéutica genética até a data,*>>*

utilizando quer vetores virais quer vetores a base de lipidos
cationicos, os quais ttm mostrado sucesso limitado. Tem sido observado que, mesmo depois

de uma implantacdo bem sucedida do gene CFTR, as células perdem a expressdo apos
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algumas semanas. A terapéutica genética, que deve provar ser terapeuticamente eficaz, pode
ser utilizada para tratar todos os doentes com FC, independentemente da mutacdo CFTR, no
entanto, esta abordagem ainda ndo produziu o resultado desejado e tdo prometido para a FC.
Atualmente, esta a ser desenvolvido um estudo de terapéutica genética com doentes do Reino
Unido, utilizando-se um vetor & base de lipidos catiénicos (GL67A/pGM169)."
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5.2. Terapéuticas moduladoras da CFTR

Até agora, sob o ponto de vista da terapéutica disponivel comercialmente, todos o0s
tratamentos da FC tém apresentado como alvo os danos causados pelo defeito na CFTR mais
do que o préprio defeito genético. Uma alternativa a terapéutica genética, que se mostra mais
promissora, é o desenvolvimento de pequenas moléculas que tém como alvo as mutacoes
especificas da CFTR, cuja investigagdo tem mostrado resultados importantes nos ultimos 10

anos.

Estes novos desenvolvimentos séo baseados numa melhoria do entendimento da estrutura e
disfuncdo da CFTR na FC. Os compostos sdo divididos em trés grupos: corretores da CFTR,
potenciadores da CFTR e supressores da CFTR,*™ e algumas moléculas estio ja disponiveis
comercialmente, sendo detalhadas mais a frente, na correspondente categoria a que

pertencem.

5.2.1.Corretores da CFTR

Os compostos corretores sdo projetados para aumentar a quantidade de proteina CFTR
funcional existente & superficie da célula.*™ Tém sido direcionados, essencialmente, para as
mutacdes da classe Il, tais como a mutacdo delta F508. Esta atualmente sob investigacdo
clinica uma molécula, VX-809, cujos estudos in vitro demonstraram que esta se comporta
como um eficaz corretor seletivo da CFTR. Num ensaio de fase Il, o VX-809 foi
administrado, por via oral, a adultos homozigotas para a mutacdo delta F508. Os resultados
mostraram que os niveis de cloro no suor de doentes com FC tratados com VX-809 foram
reduzidos de uma forma dose-dependente. No que diz respeito a medida da funcdo pulmonar,
através dos valores de FEV1, ndo foram observadas diferencas significativas entre o grupo
controlo e o grupo de tratamento, bem como ndo se observaram diferencas entre 0s
pardmetros da diferenca de potencial nasal dependente da CFTR. Assim, 0s autores deste
estudo concluiram que serdo necessarios mais estudos para avaliar o impacto do VX-809 nas
vias respiratorias e para determinar o beneficio do seu uso na pratica clinica. Para além de
VX-809, varios outros corretores de CFTR foram identificados, alguns dos quais estdo sob

investigag&o pré-clinica.”
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5.2.2. Supressores da CFTR

As mutagdes “nonsense” estdo entre 5% a 10% das mutacdes que ocorrem na FC, com
elevadas variacdes da regido. As mutagoes “nonsense” da CFTR de classe I podem ser alvo de
modulacdo usando supressores de codBes de terminacdo prematuros que atuam durante a
traducdo da proteina.*®™ Estas substancias quebram a fidelidade de traducdo, permitindo a
incorporacdo de um aminodcido e a continuacdo da traducdo até a terminacdo normal do
produto transcrito. Existem varios exemplos destes agentes. Por exemplo, o tratamento de
células in vitro com baixas doses de um antibiotico aminoglicosideo demonstrou que as
mutacdes stop associadas a CFTR podiam ser suprimidas. Os antibidticos aminoglicosideos
ligam-se a um local especifico do ARN ribossomico, quebrando, deste modo, o
reconhecimento coddo-anticoddo pela extremidade aminoacil do ARN de transferéncia. Este
mecanismo vai provocar erros na leitura do cédigo do ARN, permitindo a inser¢do de

aminoéacidos alternativos no local do coddo mutado.'®

O antibiotico geralmente mais investigado para este fim, a gentamicina, atua permitindo que
um aminoacido seja incorporado no lugar de um codao stop e, entdo, a traducdo continua
normal. Foi realizado um estudo, no qual foi investigada a eficicia da gentamicina nasal
aplicada topicamente em 24 doentes com FC. Neste estudo, 19 doentes com FC eram
homozigotas (n=11) ou heterozigotas (n=8) para as muta¢fes CFTR stop e um total de 5
doentes era homozigota para a mutacdo delta F508 da classe Il. A gentamicina mostrou
reduzir significativamente a diferenca de potencial nasal (uma medida da funcdo da CFTR)
em todos os doentes com mutacdes stop (de uma diferenca de potencial nasal de 45 + 8
passaram para 34 + 11 mV, p = 0.005), enquanto ndo foi observada qualquer diferenca

significativa nos doentes homozigotas com a mutacéo delta F508.1%

O ataluren® (“nome comercial provisorio”), formalmente conhecido como PTC124, é um
novo produto candidato ao tratamento das mutag¢des “nonsense” da FC, que é potencialmente
mais eficaz como agente supressor do que a gentamicina. Trata-se de um farmaco oral que
permite aos ribossomas continuarem a produzir CFTR funcional apesar da presenca de coddes
de terminac&o imaturos.**** Usando uma linha celular estavel, o ataluren® mostrou ser 4 a 15
vezes mais potente relativamente aos controlos. O agente esta disponivel numa formulacéo de
uso facil e atualmente encontra-se em fase de ensaios clinicos. Através dos ensaios clinicos

iniciais, os autores conclufram que o ataluren® pode induzir a producéo de CFTR funcional e
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ser bem tolerado. Um estudo de fase 1l em 19 adultos doentes com FC, tendo pelo menos uma
mutacao “nonsense” CFTR e um transporte de cloreto total nasal anormal, mostrou que o
ataluren® administrado trés vezes ao dia melhora o transporte de cloreto total com uma
velocidade de resposta ao tratamento de 61% . Houve, também, uma tendéncia néo
significativa para a melhoria do FEV1 e uma redugéo de 23% na tosse no final do estudo (dia
84).)%® Os ensaios de fase Il deste agente foram terminados em 2011 e apresentados na
Conferéncia Europeia de Fibrose Cistica em 2012. Segundo estes resultados, verificou-se uma
diferenga de 3% na variacao relativa da linha base do FEV1 comparativamente ao placebo ao
fim de 48 semanas, a qual néo atingiu significado estatistico.>

5.2.3.Potenciadores da CFTR

A mutacdo G551D, pertencente a classe Il de mutacBes da CFTR, é a que apresenta maior
prevaléncia dentro do tipo de mutacBes do tipo “gating”. E causada pela substituicio do
aminoéacido glicina pelo aspartato na posi¢do 551 no dominio 1 de ligacdo do nucle6tido no
gene da CFTR.!® Os potenciadores da CFTR aumentam a probabilidade de abertura dos
canais da CFTR que possuem mutacdes do tipo “gating” (classe I1l1) ou de condutancia
(classe IV)*¥™ (Fig. 5.11).
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Figura 5.11 - Representacdo esquematica da acdo de medicamentos potenciadores da CFTR com a
mutacdo G551D. A: Célula com a mutagdo G551D. B: Célula com a mutacdo G551D sob a acéo de
um farmaco potenciador. Adaptado de 107.
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Existem evidéncias adicionais, a partir de estudos in vitro, de que os potenciadores da CFTR
podem também aprimorar a probabilidade de abertura dos canais da CFTR com mutacdes da
classe I, tal como a delta F508. Contudo, para que a potenciacdo da CFTR da mutacdo delta
F508 possa ocorrer neste sistema, o canal expresso de forma recombinante ja tem que estar
localizado na membrana celular. Consequentemente, os potenciadores da CFTR sozinhos néo
podem ser usados para tratar as mutacdes das classes | e Il (Fig.5.12), as quais sao

caracterizadas pela auséncia ou falta de sintetizacdo da proteina CFTR."
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Figura 5.12 - Representacdo esquematica da acdo conjunta de medicamentos corretores e
potenciadores da CFTR com a mutacdo delta F508. A: Célula com a mutacdo delta F508. B: Célula
com a mutacdo delta F508 sob a acdo de um farmaco corretor. C: Célula com a mutacdo delta F508
sob a a¢do de um farmaco corretor e outro potenciador. Adaptado de 107.
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5.2.3.1. A aplicagdo do Ivacaftor na Terapéutica da Fibrose Cistica

O Ilvacaftor [N-(2,4-di-tert-butil-5-hidroxifenil)-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxamida)]
pertence a classe de farmacos potenciadores da CFTR, apresentando a férmula molecular
CosH2sN,03 (Fig. 5.13) e um peso molecular de 392.49.%°

lvacaftor

Figura 5.13 — Estrutura quimica do Ivacaftor. Adaptado de 108.

O ivacaftor, formalmente conhecido como VX-770, tem como alvo, especificamente, a
mutacdo de classe 111, G551D."* Esta disponivel comercialmente sob a forma de comprimidos
para administracdo oral (Kalydeco®) e é o Unico medicamento modulador do CFTR
atualmente aprovado pela FDA e pela European Medicine Agency (EMA). Este medicamento
¢ aprovado para a mutacdo G551D. Recentemente mais 8 mutacdes foram selecionadas, para
o tratamento com ivacaftor, séo elas: G178R, S549N, S549R, G551S, G1244E, S1251N,
S1255P e G1349D.*" A dose de ivacaftor aprovada pela FDA para doentes com pelo menos 6
anos de idade, sem comprometimento renal ou hepético, e que possuam pelo menos uma
mutacdo G551D no gene CFTR, é de um comprimido de 150 mg de 12 em 12 horas, tomado

na presenca de alimentos que contenham gordura.'%°

O ivacaftor (VX-770) foi licenciado em 2012, tanto nos Estados Unidos como na Europa (em
23 de Julho de 2012, a Comissdo Europeia concedeu uma Autorizacdo de Introducdo no
Mercado, vélida para toda a Unido Europeia, para o medicamento Kalydeco®),*'° para ser
usado em doentes com FC com seis anos ou mais que tém pelo menos uma copia da mutacao
de classe 11, Gly551Asp (G551D). O ivacaftor €, assim, o primeiro tratamento disponivel para

abordar diretamente o defeito genético subjacente & FC.**'% Trata-se de um potenciador
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biodisponivel oralmente que é projetado para aumentar 0 tempo em que 0s canais ativos da

CFTR na superficie da célula permanecem abertos (Fig. 5.14).:3>*
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Figura 5.14 — O Ivacaftor aumenta a abertura do canal da CTFR por um mecanismo dependente da
fosforilacdo e independente de ATP. Adaptado de 111.

O ivacaftor foi identificado por rastreio de mais de 228000 compostos usando um rastreio de
alto rendimento através de um ensaio de fluorescéncia de potencial de membrana da célula de
forma a identificar potenciadores da CFTR.*"12 Os estudos iniciais in vitro do efeito do
ivacaftor na secrecdo de cloreto mediada pela CFTR, foram desenvolvidos em linhas celulares
recombinantes e culturas primarias de células epiteliais bronquicas humanas. Estes estudos
demonstraram que o ivacaftor aumentou o transporte de cloreto atraves do aumento da

probabilidade do canal da CFTR se manter aberto, e aumento do batimento ciliar,**"412113

Os autores do estudo descreveram que o contacto com 10uM de ivacaftor aumentou, cerca de
6 vezes mais, a probabilidade de abertura dos canais da CFTR com a mutacdo G551D."4*

Estes resultados foram validados em culturas de células epiteliais bronquicas humanas
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isoladas a partir dos bronquios dos doentes com FC-G551D. As culturas primarias de células
epiteliais brébnquicas sdo usadas para representarem cuidadosamente o meio patolégico nato
da doenca pulmonar na FC e podem ser usadas para caracterizar, realmente, a farmacologia
dos moduladores da CFTR. Nas células epiteliais bronquicas com os genoétipos G551D/delta
F508 e delta F508/delta F508, o ivacaftor mostrou potenciar a secrecdo de cloreto mediada
pela CFTR, com um efeito maior observado nas células G551D/delta F508 (50% de atividade
da CFTR wild-type) (Fig. 5.15)."4*?

Contudo, o mecanismo exato de atuacdo do ivacaftor no canal da CFTR ndo estd

completamente esclarecido.™®

100
5 [Juntreated
S 50 [0 Treated with ivacaftor
[&]
% 15- -
e,
3
® 10w
==
=
Iz T
g 5 ——
o
.
S

0
F508del/F508del G551D/F508del

Figura 5.15 — O ivacaftor restaura a condutancia transmembranar da proteina reguladora CFTR na FC
com a mutagdo G551D, em culturas primérias de células humanas epiteliais bronquicas. A atividade
da CFTR foi avaliada medindo o transporte de cloreto dependente da CFTR, nas células mutadas
relativamente as células wild-type (n=16). O lvacaftor aumentou a atividade da CFTR G551D/delta
F508 em cerca de 50%. Adaptado de 74.

A segurancga e eficicia do ivacaftor em doentes com FC com pelo menos uma mutagéo
Gly551Asp (G551D) na CFTR foram avaliadas em dois grandes ensaios multicéntricos,

13106112 35 individuos destes ensaios

duplamente-cegos randomizados e placebo-controlados.
apresentavam-se clinicamente estaveis, com idade superior a 12 anos (n=161) e criangas com
idades entre os 6 e 0s 12 anos (n=52). Os doentes de ambos os estudos foram randomizados
numa relacdo de 1:1 para receberem 150 mg de ivacaftor oral ou placebo de 12 em 12 horas

durante 24 semanas, em adicdo a sua terapéutica ja prescrita para a FC. A medida primaria de
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eficacia do tratamento foi a variacdo no FEV1. O ivacaftor foi administrado com alimentos
contendo gordura, porque isso aumenta a exposicao dos doentes ao ivacaftor 2 a 4 vezes mais.
O efeito do tratamento com ivacaftor, nos adultos e adolescentes (média de idade 26 anos),
com um FEV1 médio de 63,6%, foi um aumento no FEV1 de 10,6%."*****!!2 Qs individuos
tratados com ivacaftor também tiveram uma diminuicdo de 55% nas exacerbacGes
respiratorias, uma reducdo nos valores de cloro no suor (uma medida da funcdo de CFTR) na
ordem de 50-60 mmol/L, e um ganho de peso de 2.7 kg a mais do que no grupo placebo.™>%*
106113 As melhorias na qualidade de vida, medidas pelo Cystic Fibrosis Questionnaire-
Revised, também foram observadas nos doentes tratados com ivacaftor.”**°!*® O jvacaftor é o
primeiro agente que mostra uma reducdo do nivel de cloreto no suor para valores abaixo do

limite de diagnéstico para a FC (60 mmol/L).*?

O segundo estudo avaliou o ivacaftor em 52 criancas (idade média de 9 anos), que
apresentavam um FEV1 maior (média de 84%) do que o grupo anterior. Apenas quatro
criancgas tiveram um FEV1 de 70%. Um efeito global previsto do tratamento com ivacaftor de
9,3% no FEV1, foi evidenciado. As melhorias foram mantidas até & semana 72 do estudo
“open-label”. Embora houvesse aumentos semelhantes em peso e diminui¢do de cloreto no
suor, como revelado no estudo dos adultos e adolescentes, ndo houve melhoria na qualidade

de vida, avaliada pelo Cystic Fibrosis Questionnaire-Revised.">'**

Né&o foram observados efeitos adversos quando o grupo de individuos tratado com ivacaftor
foi comparado com o grupo placebo. Contudo, embora os dados de seguranga estejam
disponiveis durante 60 semanas de tratamento nos ensaios, o perfil de seguranca do ivacaftor

a longo prazo, ao longo da vida, ou a sua seguranca nas criancas é desconhecida.*®

Os dados in vitro sugerem que o ivacaftor tem um efeito similar noutras formas da CFTR com
mutacdes do tipo “gating” (mutagdes da classe I11) e suportam a investigacdo de um potencial
beneficio clinico do ivacaftor em doentes com FC que possuem mutacdes do tipo “gating” da
CFTR para além da G551D. A extensdo da licenca do ivacaftor a outras mutacdes da classe
I11, podera permitir que 10-15% dos doentes com FC beneficiem deste tratamento. Contudo,
0s ensaios clinicos nos doentes com mutacdes individuais da classe 111 sdo dificeis de realizar

devido & baixa frequéncia com que estas mutacdes ocorrem.™

A mutacdo da CFTR mais prevalente nos doentes com FC € a mutacdo delta F508,

pertencente & classe 11 de mutaces.’®*** Aproximadamente 90% dos doentes com FC do
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Norte da América possuem a mutacdo delta F508 em pelo menos um alelo e,
aproximadamente, metade destes sdo homozigotas.*** A mutago delta F508 da CFTR causa
um enrolamento inadequado da proteina, o que resulta numa pequena guantidade ou nenhuma
proteina na superficie da célula, devido & sua destruic&o no reticulo endoplasmatico.***** Para
além disso, qualquer CFTR-delta F508 que atinge a superficie da célula pode, também,
apresentar um defeito na abertura e fecho do canal,”**°**® conhecido como defeito do tipo

“ga.ting”.lls

Estudos realizados in vitro tém mostrado que o ivacaftor aumenta a atividade dos canais da
CFTR-delta F508, que atingem a superficie da célula."*'®® No entanto, a monoterapia com
ivacaftor estudada em doentes com CFTR-delta F508, apresentou muito menos sucesso do
que nos doentes com a mutacdo G551D." Foi realizado um estudo, de fase 11, dividido em
duas partes, multicéntrico, randomizado (4:1), placebo-controlado e duplamente-cego com
ivacaftor (Kalydeco®). Este estudo contou com 140 individuos homozigotas para a mutacio
delta F508, com idades iguais ou superiores a 12 anos, randomizados (ivacaftor, n=112;
placebo, n=28) para receberem 150 mg de ivacaftor oral de 12 em 12 horas ou placebo
durante 16 semanas (parte A), seguido de um periodo “open-label” de 96 semanas para os

individuos que apresentassem critérios de eligibilidade (parte B).'*

A razdo para selecionar
os individuos para o periodo “open-label” foi a determinacdo das alteragdes ocorridas,
relativamente a baseline observada na parte A do estudo. Os critérios de elegibilidade pré-
especificos para englobar os individuos na parte B do estudo, incluiram variagdo no FEV1 >
10% ao longo das 16 semanas ou uma reducdo da concentragdo de cloreto no suor > 15
mmol/L. Um total de 104 individuos (92,9%) no grupo do ivacaftor e 26 (92,9%) no grupo
placebo concluiu a dosagem na parte A do estudo. As razbes mais frequentes para a
interrupcdo do tratamento foram um evento adverso (3 individuos, 2,7%, no grupo do
ivacaftor e 2 individuos (7,1%) no grupo placebo). Foram qualificados, para a parte B do

estudo, 42 doentes do grupo ivacaftor (37,5%) e 6 doentes do grupo placebo (21,4%).1*°

O tratamento com ivacaftor ndo revelou melhoria na primeira medida de eficacia, ou seja, 0
aumento do FEV1 ap0s 16 semanas de tratamento, ou em qualquer das medidas de eficacia
secundarias, como é o caso do ganho de peso, frequéncia de exacerba¢des pulmonares ou
melhoria da qualidade de vida dos doentes em estudo. Embora uma pequena redugdo na
concentracédo de cloro no suor tenha sido verificada, na primeira parte do estudo, esta nao foi

observada na populacéo em estudo “open-label”.*®
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O VX-809 (um corretor da CFTR) revelou alguma eficacia, in vitro, no aumento do
processamento da CFTR-delta F508 e transporte de cloreto em culturas de células humanas
epiteliais bronquicas.*® Contudo, o efeito foi muito menor do que o observado com o
ivacaftor, e apenas 14% das células epiteliais mostraram melhoria na secrecdo e
processamento de cloreto. Embora o nivel exato de correcdo da CFTR necessario para
prevenir ou diminuir a progressdo da doenca seja desconhecido, sugere-se que a libertacdo de
25% de CFTR para a superficie das células epiteliais restaura a taxa normal do transporte de
muco para o epitélio das vias respiratorias na FC. Estudos em humanos de monoterapia com
VX-809 indicaram um pequeno efeito, dependente da dose, no cloreto do suor (<10 mmol/L)
mas nenhum efeito na funcdo pulmonar dos doentes ou resultados descritos pelos doentes
apos um periodo de 28 dias de estudo. Contudo, coloca-se a hipbtese, baseada nos resultados
obtidos in vitro com as culturas de células epiteliais, que a combinacdo de um corretor da
CFTR (VX-809) e um potenciador da CFTR (ivacaftor) pode ser mais efetiva do que cada um
dos agentes por si s6. Assim, encontra-se em desenvolvimento um ensaio clinico, de fase II,
para avaliar a eficacia e a seguranca do VX-809 usado em combinagdo com o ivacaftor para

tratar doentes com FC homozigotas ou heterozigotas para a mutacéo delta F508.13%

Os dados de seguranca clinica do ivacaftor obtidos até ao momento sugerem gue o tratamento
é bem tolerado. N&o obstante, as observacfes tém limitacGes relevantes que incluem o facto
de 52% dos individuos estudados serem voluntarios saudaveis e que alguns subgrupos
importantes da populacdo alvo (como as criancas entre 0s 6 e 0os 11 anos) tiveram uma
participacdo muito limitada no estudo. Os efeitos adversos mais comuns do ivacaftor
incluiram tosse, exacerbacdo pulmonar, dor de cabeca, tonturas, congestdo nasal, dor

orofaringea, nauseas e erupgéo cutanea.'*®
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O continuo esforco dos investigadores e das equipas de profissionais de satde tem permitido
aumentar a esperanca média de vida dos doentes com Fibrose Cistica, bem como melhorar

significativamente a sua qualidade de vida.

A descoberta do gene da CFTR gerou grandes expectativas no desenvolvimento de novas
terapéuticas para a cura efetiva da doenca, o que permitiria ir além do que é atualmente
possivel e que contempla uma terapéutica essencialmente assente na prevencdo de infecdes

respiratorias e no tratamento de sintomas.

A terapéutica genética tem sido estudada ao longo dos anos e o método de transferéncia de
ADN da CFTR normal, para o interior das células epiteliais, ja foi testado através de duas
técnicas. Foram utilizados vetores virais (adenovirus), 0s quais apresentaram respostas
imunitérias exageradas; e sistemas ndo virais, os lipossomas. A terapéutica genética com
lipossomas cationicos revelou uma corre¢do transitoria do defeito genético, no entanto, com
um sucesso insuficiente para permitir uma transicao para a clinica. Desta forma a terapéutica

genética na Fibrose Cistica permanece como tratamento experimental.

A grande novidade esta nas novas abordagens moduladoras da CFTR, como € o caso da classe
dos potenciadores. O Ivacaftor (Kalydeco®), um potenciador da CFTR, foi o primeiro agente
a ser aprovado, pela FDA e pela EMA em 2012, na terapéutica de doentes com FC com a
mutacdo G551D e com idade igual ou superior a 6 anos. Apesar deste novo farmaco ter
mostrado beneficio terapéutico bastante relevante, este também apresenta limitacdes
significativas em termos de custo econdmico e a sua aprovacao atual, pela FDA, é apenas para
o tratamento de doentes com FC que possuam a mutagdo G551D, a qual representa apenas 5%
da populacdo com FC. Encontram-se em estudo outros agentes moduladores da CFTR. O
ataluren® (conhecido como PTC124), um supressor da CFTR, ja completou 0s ensaios

clinicos de fase IlI.

Pode-se, entdo, concluir que os moduladores da CFTR se apresentam, atualmente, como um
campo bastante promissor na investigacdo de terapéuticas curativas para a Fibrose Cistica. O
diagnostico precoce da doenca podera ser uma porta aberta para o sucesso da aplicacdo, cada
vez mais cedo, das novas terapéuticas. Atualmente, ainda em fase piloto, desde o dia 21 de
Novembro de 2013 ja esta a ser realizado em Portugal o rastreio neonatal da Fibrose Cistica, 0

que € revelador da importdncia que a doenca vai assumindo na nossa sociedade.
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