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RESUMO

Introdugdo: A Fibrose Cistica (FC) € uma doenga autossdmica recessiva letal, que acomete preferencialmente criancas brancas.
Obijetivo: Descrever e discutir os mecanismos moleculares envolvidos na FC. Materiais e métodos: Artigos obtidos nos bancos de
dados internacionais SCIELO, PUBMED, BIOLINE, DOAJ e HIGHWIRE que tratam dos mecanismos moleculares envolvidos
na FC. Resultados e discussfes: Decorre de mutagdes no gene que codifica a proteina “regulador de condutincia transmembrana
da fibrose cistica” (CFTR). Esta contribui para a regulagédo do fluxo i6nico nas superficies apicais das células epiteliais, e € um
canal de cloreto. A fisiopatologia da FC envolve o bloqueio da secrecdo do cloreto através da membrana apical das células
epiteliais glandulares, resultando em seu acimulo intracelular, acompanhado do influxo de sédio e &gua para este compartimento.
Como consequéncia, ocorre desidratacdo da superficie celular com formacgdo de secre¢des espessas - caracteristicas da doenca. O
diagndstico é baseado na clinica, demonstracdo laboratorial de concentracfes elevadas de cloreto no suor e anélise genética. O
tratamento inclui: fluidificacdo das vias aéreas, antibioticoterapia, broncodilatadores, suporte nutricional e reposi¢do enzimas. Na
tentativa de aumentar o efluxo epitelial de CI” ou inibir o influxo do Na®, alvos moleculares podem ser atacados por diferentes
drogas como reguladores de migracéo citoplasmatica, ativadores da expressao génica, entre outros, para o primeiro, e inativagao
dos ENaC (amilorida ou benzamil) ou inibi¢do do influxo de sodio (ouabaina, digoxina ou loperamida). ConsideragGes Finais:
Novas modalidades terapéuticas e a deteccéo precoce da FC por genotipagem podem melhorar o progndstico e a qualidade de vida
dos afetados.

Palavras — chave: Fibrose Cistica, Canalopatias, CFTR, EnaC, AF508.

ABSTRACT

Introduction: Cystic Fibrosis (CF) is a lethal autossomic recessive disease occurring mainly in white kids. Objective: Describe and
discuss the molecular mechanisms involved in the CF. Material and methods: article obtained from the international databanks
SCIELO, PUBMED, BIOLINE, DOAJ and HIGHWIRE about the molecular mechanisms of CF. Results and discussions: Its due
mutations on the gene of cystic fibrosis Transmembrane conductance regulator (CFTR). This protein contributes for the regulation
of the ionic flow in the apical surfaces of the epithelial cells, and is a chloride canal. The physiopathology of the CF involves the
blockade of the chloride secretion through the apical membrane of the epithelial cells, resulting in intracellular accumulation,
followed by the sodium and water influx. As consequence will occur a dehidratation of the cellular surface with thick secretion.
The diagnosis is based on the clinic, the laboratorial identification of high concentrations of chloride in the sweat and genetic
analysis. The treatment includes: rehidratation of the airway, antibiothicotherapy, nutritional support and enzyme replacement. In
a attempt to increase the epithelial efflux of chloride or inhibit the influx of the sodium, molecular targets can be attacked by
different drugs, as regulators of the citoplasmatic traffick, activators of gene expression and inativation of ENaC (by amiloride or
benzamil) or the sodium influx (by ouabaine, loperamide, digoxine). Final considerations: New therapeutical treatments and the
early detention of the CF for genotyping can improve the prognostic and the quality of life of the affected patients.
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1 INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) ou mucoviscidose é uma
doenca genética autossdmica recessiva grave em criangas
que compromete o funcionamento de praticamente todos os
6rgdos e sistemas organicos, através da alteracdo da funcéo
das glandulas exécrinas 2. Foi identificada e descrita, pela
primeira vez, entre os anos de 1930 e 1940, como uma
doenca genética fatal da infancia. Naquela época, 80% das
criangas afetadas morriam no primeiro ano de vida, e a
sobrevida ap6s os cinco anos de idade era considerada muito
rara. Nas Ultimas décadas, os avangos no diagnostico e
tratamento dessa patologia tém elevado a expectativa de
vida desses pacientes, embora 15 a 20% dos portadores
desse distlrbio morram antes de completar dez anos de
idade .

A doenca é mais comum nas criancas da raca
branca (1: 2.500 nascimentos de caucasianos) “”, enquanto
sua incidéncia é considerada rara na raga negra (um para 17
mil negros americanos) e nos Orientais (1: 25.000) ¢"?. No
Brasil, estudos realizados em cinco estados do Sul e Sudeste
estimam uma incidéncia de 1: 10.000 recém-nascidos da
raca caucasoide ©.

A doenca é causada por mutacGes no gene que
codifica uma proteina denominada regulador de condutancia
transmembrana da fibrose cistica (CFTR), localizado no
braco longo do cromossomo 7 (sete). No organismo, a
proteina CFTR contribui para a regulagdo do fluxo idnico
nas superficies apicais das células epiteliais e € um canal de

cloreto (#1019,

Na fisiopatologia, este gene mutante
prejudica a secrecdo de cloreto na membrana apical das
células epiteliais, e ha aumento da reabsorcdo de sodio e
4gua da luz do érgdo afetado, o que concentra as secreces,
tornando-as mais viscosas e espessas ).

Clinicamente, a extensa disfuncéo das glandulas
exocrinas, com alteracdo da qualidade das secrecfes
respiratorias, digestivas e genitais, manifesta-se através de
infeccBes pulmonares crénicas e recorrentes, insuficiéncia
pancreética e infertilidade, entre outras alteragdes “*?. O
diagndstico é baseado nos achados clinicos, e confirmado
pela  demonstracdo laboratorial de  concentracdes

anormalmente elevadas de cloreto no suor (> 60 mlEg/ I)
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(7812 & pela analise genética "**. O aumento da suspeicio
clinica e o diagnostico através de analise genética tém
levado a identificacdo de pacientes adolescentes e adultos
com esta patologia %),

O tratamento da FC inclui limpeza
broncoalveolar vigorosa, antibioticoterapia,
broncodilatadores, fisioterapia e suporte nutricional,
incluindo reposicdo de enzimas pancreaticas. O uso de
agentes inalantes para fluidificar as secrecbes das vias
aéreas, ou mesmo o transplante pulmonar, tem contribuido
de modo substancial para um melhor prognostico e
qualidade de vida desses pacientes ®*7. A identificacéo e a
clonagem do gene CFTR oferecem o potencial de terapia

génica **19),

2 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho tem como objetivo relatar as
caracteristicas genéticas, moleculares e sintomatolégicas da
FC, bem como seu tratamento e as consequéncias desta
doenca.

Para tanto, foi realizada uma revisao bibliogréafica
utilizando o acervo disponivel nos bancos de dados
internacionais como SCIELO, PUBMED, HIGHWIRE,
SCIRUS e outros.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 O GENE DA FIBROSE CISTICA E CFTR

O gene da FC esta localizado no cromossomo 7
(sete), braco longo, locus g31 (cromossomo 7g31), éxon 10;
é composto por aproximadamente 250.000 pares de bases
nitrogenadas e 27 éxons, e codifica uma proteina de 170
kDa e 1.480 aminoacidos denominada regulador de
condutancia transmembrana da fibrose cistica (CFTR). Mais
de mil mutacGes diferentes do gene CFTR tém sido
reportadas 7219,

Com base nas anomalias fisioldgicas do
transporte transmembranar de ions observados na FC, o
polipeptideo codificado pelo gene da FC foi denominado de

proteina CFTR. Sua sequéncia primaria de aminoéacidos



indica que ela pertence a familia ABC (ligadas ao trifosfato
de adenosina ciclico — ATP) de proteinas de transporte que
apresentam dominios de fosforilagio por ATP ©17),
entretanto, é um fato muito caracteristico em CFTR a
capacidade de que, sendo membro de uma familia de

proteinas transportadoras, funcione como um canal iénico
(18)

O canal CFTR-cloreto é caracterizado por cinco
dominios: dois dominios transmembrana (MSDs), cada um
com seis sequéncias transmembranares, dois dominios de
ligacéo de nucleotideos (NBD 1 e NBD 2) e um dominio de
regulacdo R que contém mudltiplos sitios de fosforilagéo.
Dentre estes sitios, as serinas Ser-660 e Ser-813 sdo
essenciais para o funcionamento do canal ®. “inserir figura
1 aqui”. Seu poro é formado por doze segmentos

transmembranares 7.
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Figura 1 — Topologia completa de CFTR. CFTR apresenta 12
regides transmembrana (organizadas em 2 grupos de 6), 2 NBDs e
o0 dominio R, ambos intracelulares (LINSDELL, 2006).

Em condi¢cbes normais, a CFTR é regulada
positivamente por fosforilagdo. Diversas proteinas podem
desempenhar esta funcdo como cinase de tirosina, proteina
cinase C — PKC e a proteina cinase dependente de guanosina
monofosfato ciclico - GMPc 9. Porém, esta fosforilacdo é
mediada principalmente por Proteina Cinase A — PKA. Na
via de fosforilagdo por PKA, essa proteina é ativada pelo
aumento da concentracdo de AMPc via ciclase de adenilil
(AC). Uma vez fosforilada, CFTR torna-se ativa e
possibilita o efluxo de CI" através da membrana apical da
célula @,

No organismo, a proteina CFTR se localiza nas
superficies apicais das células epiteliais, embora possa

executar outras fungdes, além da condutancia de ions. Os
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niveis mais elevados de expressdo do gene CFTR sdo
encontrados no péncreas, nas glandulas salivares,
sudoriparas e intestinais e no trato reprodutor "),

Ja foram mapeadas alteracbes de CFTR
relacionadas diretamente com infertilidade masculina
(auséncia bilateral congénita de “vas deferens” — CBAVD)

@ doenca pulmonar média associada & bronquiectasia,

pancreatite idiopatica cronica (ICP) ¢2%3),

Outras doencas também estdo relacionadas a
alteracbes em CFTR, mas sofrem uma influéncia ambiental
muito forte como sinusite ¥, aspergilose broncopulmonar
alérgica (ABPA) e asma, apesar dos dados serem
conflitantes neste caso .

Embora ndo se conhega a maioria das
anormalidades bioquimicas associadas as mutag@es da FC,
quatro mecanismos gerais de disfuncdo protéica foram
descritos. As mutacGes de classe | estdo associadas a um
defeito na producdo da proteina (proteina ausente); as de
classe Il estdo relacionadas com algum defeito no seu
processamento em nivel de reticulo endoplasmatico (RE) ou
complexo de Golgi, acarretando um mau dobramento da
proteina. O mutante delta F508 (AF508) faz parte desta
classe; ele ndo promove uma dobra suficiente para permitir
sua saida do RE ©, e, em consequéncia, a proteina sera
degradada dentro da organela ao invés de prosseguir as
células secretoras para exercer suas funcdes ®®. E o defeito
mais comum, contribuindo com cerca de 70% de todos os
alelos FC nas populag@es caucasianas 721",

Mutacdes que perturbam a regulacdo da proteina
nos NBDs e no dominio de fosforilagdo R compreendem a
classe 111, enquanto as mutagGes de classe 1V estdo situadas
em MSDs e, compativel com esta localizacao, tém conducao
defeituosa de cloreto ©.

A primeira mutacdo de FC identificada foi a
AF508 que consiste em uma delecdo de trés pares de bases
nitrogenadas no éxon 10 do gene FC e acarreta a auséncia
de um residuo de aminoécido (fenilalanina) na posicdo 508

da proteina codificada pelo gene “°712).

Esta mutacéo
ocorre em aproximadamente 70% dos cromossomos FC no
Norte da Europa e nos Estados Unidos da América, embora
tenha sido demonstrado que a frequéncia desta mutacdo

sofre variacBes, principalmente entre grupos étnicos,



variando de 26% na Turquia a 88% na Dinamarca “?. No
Brasil, estudos com 108 pacientes com FC demonstraram
44,5% de alelos afetados. Esta frequéncia menor da mutacéo
AF508 em relacdo aos achados na Europa e América do
Norte deve-se, provavelmente, a elevada miscigenacdo

racial brasileira ®2.

3.2 FISIOPATOLOGIA

Os epitélios secretores de liquido incluem o
tibulo renal, as glandulas salivares, o trato gastrintestinal
(TGI) e o epitélio das vias aéreas. Em cada um deles, as
células epiteliais se dispdem em camadas, separando o
compartimento interno  (perfundido por sangue) do
compartimento luminal externo, de onde ou para onde
ocorre 0 processo de secrecdo, que envolve o transporte de
s6dio e de cloreto .

As celulas do epitelio ciliado expressam os canais
epiteliais de so6dio (ENaC) e bombas de Na“ / K* -
trifosfatase (ATPase) para mediar a absorcéo transcelular do
Na’. As células ciliadas também expressam canais de
cloreto na porcédo apical (CFTR e canais de cloreto ativados
por célcio) e co-transportadores de Na* - K* - 2CI” na por¢io
basolateral, para secretar cloreto quando os ENaC estdo
bloqueados e forcas secretérias de cloreto sdo formadas ")

Fisiologicamente, h4 reabsorcéo passiva dos ions
sodio e de cloreto a partir da luz das glandulas exocrinas,
diminuindo-se a perda de eletrélitos nas secregdes. A
molécula-chave no transporte epitelial dos ions cloreto é o
CFTR ® e este tipo de transporte é particularmente
importante nas vias aéreas (VA) e no trato gastrintestinal.
Nas primeiras, é essencial para a secre¢cdo ao passo que no
TGI media a reabsorcao de liquido “°.

A perda de condutincia do anion mediada pela
CFTR explica uma grande variedade de sintomas como o
aumento de cloreto no suor (um defeito na absorcéo de sal
pelos ductos das glandulas sudoriparas) e o ileo meconial
(defeito na secrecdo pelas células intestinais). Quando a
funcdo da CFTR é perdida, a condutancia ao sddio é
marcadamente aumentada nas células epiteliais das vias
aéreas humanas, mas aparentemente ndo o é nos ductos

sudoriparos 2.
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Nas glandulas sudoriparas, a absor¢do de sal
(NaCl) no ducto esta associada a uma alta condugdo apical
para sodio e cloreto e baixa condutividade para a agua,
permitindo que haja uma absorc¢do hipertdnica, ou seja, que
o sal seja reabsorvido em excesso. Consequentemente
forma-se um fluido luminal hipoténico. No ducto, o CFTR é
a Unica via de condutancia de anions disponivel, e, quando
ele perde a funcdo na FC, o limen rapidamente se torna
altamente eletronegativo e o transporte virtualmente cessa,
resultando em um alto teor luminal de sal .

Com relagdo a absorcdo de fluido, no epitélio
com alta permeabilidade eletrolitica, a 4gua sera absorvida
osmoticamente com sal, para diminuir o volume do fluido
luminal. Se nenhuma forga osmdtica estiver presente, a
concentragdo de NaCl permanecera inalterada ?®.

A regulacdo do volume do liquido periciliar
(PLC) é realizada pelo transporte epitelial de sodio e
cloreto. Quando ha excesso de liquido na superficie das vias
aéreas (ASL), h4 predominio da acdo dos ENaC, permitindo
o influxo de sédio e agua, e o cloreto é absorvido
passivamente por uma via paracelular. Ao contrario, quando
0 volume de ASL est4 reduzido, os ENaC sdo inibidos e
ocorre direcionamento das forgas elétricas para que o
cloreto seja secretado na porcdo apical. O cloreto é
projetado para dentro da célula, via co-transportador
basolateral (Na* - K* - 2 CI) e ent#o flui passivamente para
0 limen via CFTR, devido ao fato de ndo haver um
gradiente eletroquimico que favore¢a a saida do cloreto de
dentro da célula. No epitélio secretor ndo ha uma via apical
significante para conduzir o so6dio ao limen, e este ion flui
para a luz dos 6rgdos pela via paracelular. Desta forma, a
estabilidade do PLC é mantida pelo equilibrio entre a
absorcdo de Na* e a secrecéo de CI', e a secrecéo do cloreto
induzida pela inibicdo dos ENaC é mediada pelo CFTR
(26'28).

Na FC, ha bloqueio da secre¢do do cloreto
através da membrana apical das células epiteliais
glandulares, resultando em seu acUmulo intracelular,
acompanhado do movimento passivo de sddio e agua para
esse compartimento, para manter a eletro neutralidade com

consequente influxo de &gua, o que leva a uma desidratacdo



da superficie celular, com formagdo de muco espesso
caracteristico da doenca “?.

Estudo dos canais idnicos de membrana apical
pela técnica de “Patch clamp” revelaram um aumento da
atividade dos ENaC (aumento da probabilidade de abertura
do canal) em células de pacientes com FC quando
comparadas a células normais, sugerindo que a proteina
CFTR tem dupla funcdo no epitélio das VA: conduzir os
fons cloreto e regular os ENaC. A auséncia do CFTR produz
um “upregulation” da expressio do gene ENaC,
aumentando a absorgdo de sédio e provocando uma faléncia
da secrecdo do cloreto regulada por AMPc. Anormalidades
nos dois processos podem levar a deplecdo do volume do
PLC, deplecao dos mecanismos de “clearance” muco ciliar e
culminar com a produgdo de placas de muco espessas e

aderentes na superficie das VA dos pacientes fibrocisticos
@7)

O nivel de atividade do CFTR parece ser
governado por agentes sinalizadores na porgdo apical da
célula, e o transporte epitelial de sodio e de cloreto,
regulado por mensageiros intracelulares, em especial o
calcio e o monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), sendo
este Ultimo o responsavel pela ativacdo de proteinas cinases
e, portanto, pela fosforilagdo de canais e transportadores
como o CFTR @627,

Uma importante parte dos estudos sobre FC esta
envolvida na correlagdo gen6tipo-fenotipo da doenga. Sendo
possivel prever a gravidade das manifestagcdes fenotipicas
6rgdo especificas de acordo com o genétipo, com alto poder
preditivo para as altera¢cBes nas glandulas sudoriparas, no
pancreas e no sistema reprodutor. No entanto, tem sido
dificil identificar correlagdes entre gendtipo e fendtipo em
relacdo & gravidade da doenca pulmonar. Esta dificuldade
pode ser decorrente do fato de que pacientes homozigéticos
para a mutacdo AF508 apresentam quadro pulmonar
variavel quanto a sua gravidade. Este fato levou a
constatacdo de que fatores ambientais juntamente com o
“background” genético do hospedeiro contribuiriam para o
desenvolvimento da doenca pulmonar na FC #".,

As manifestagbes clinicas da FC sdo muito
variadas, até mesmo quando se obtém o controle da mutacao

do CFTR. Este fato tem levantado hipoteses sobre a
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importancia de modificacGes de genes nesse distdrbio.
MutagBes no gene que codifica o fator transformador de
crescimento beta-1 (TGF-B1), aumentando sua expressdo ou
atividade, podem influenciar negativamente na resposta
pulmonar as infecgdes (evidenciando a participacdo da
resposta do hospedeiro a infec¢cdo). A modificacdo genética
diminuindo a atividade do fator de inibicdo de macréfagos,
mediador antiinflamatdrio, associa-se com menor infec¢édo
por Pseudomonas aeruginosa e menos insuficiéncia
pancreatica, confirmando uma importante participagdo da
inflamag&o na patogénese da FC ®®.

A participacdo do processo inflamatério na FC
parece ser mediada por produtos de neutréfilos, incluindo
proteases e agentes oxidantes liberados nas VA, e recentes
estudos tém relatado a participagdo da interleucina 8 (IL-8)
e do éxido nitrico nos processos inflamatorio e infeccioso

desses pacientes .
3.3 MANIFESTACOES CLINICAS

3.3.1Acometimento das vias respiratérias

As principais causas de Obito na FC sdo: a
insuficiéncia respiratoria, o “cor pulmonale” ¢ a desnutri¢ao
)

Clinicamente o comprometimento pulmonar pode
manifestar-se por bronquiolite, bronquite, bronquiectasias,
pneumotdérax, hemoptise, pneumonias recorrentes, fibrose
pulmonar, colabamento dos brénquios, enfisema pulmonar,
“cor pulmonale” e insuficiéncia respiratoria @ A
sintomatologia mais frequentemente observada inclui: tosse
seca e curta, cansaco aos esforgos, expiracdo prolongada,
roncos, atelectasia inexplicada e, com a evolucdo do quadro
clinico, ocorrem episédios repetidos de infecces,
taquipnéia, broncoespasmo e sinais de doenca pulmonar
obstrutiva cronica ®.

Pacientes com FC, ao nascimento, apresentam
pulmdes aparentemente normais, seguido do
desenvolvimento de infecgBes cronicas e recorrentes das
vias aéreas nos primeiros anos de vida. Ou seja, a doenca
pulmonar da FC reflete falha nos mecanismos de defesa
inatos dos pulmdes contra agentes bacterianos inalados.

Adicionalmente, ha uma ligacdo entre o transporte epitelial



de ions e a defesa inata das vias aéreas contra patégenos
bacterianos inalados “”.

Em condigdes normais, o “clearance” do muco
prové remocdo mecénica das bactérias das vias aéreas em
até 6 horas. Para que isto ocorra, é necessario que a camada
de liquido periciliar (PLC) apresente altura e viscosidade
adequadas para realizar batimento ciliar efetivo e
lubrificacdo da superficie celular. Aliado a isso, ha producéo
continua de mucina no muco do PLC ja desidratado e
imobilizado, formagdo de tampdes mucosos e uma relativa
deplecdo de oxigénio nas areas de placas proximas da
superficie celular. Neste ambiente de hipoOxia, bactérias
como as da espécie da P. aeruginosa sdo capazes de se
adaptar e crescer, de forma dependente de nitrato.
Adicionalmente, os macrofagos e antibidticos apresentam
dificuldade em penetrar nessas placas de muco @". A falta
de um “clearance” mucociliar das vias aéreas (VA) facilita,
portanto, a instalagdo e a recorréncia de infecgOes,
especialmente por P. aeruginosa e S. aureus, e a presenca
dessas placas de muco leva a obstrucdo das vias aéreas,
desencadeando processos inflamatérios e infecciosos
cronicos .

As alteragbes otorrinolaringoldgicas incluem:
producdo de saliva espessa com dilatacdo e fibrose dos
ductos glandulares; otites médias de repeticdo e de dificil
tratamento; sinusopatia cronica e polipose nasossinusal .
Esta Ultima é considerada a manifestacdo otorino-
laringoldgica cléssica da doenca (rinorréia e obstrugdo nasal

em mais de 65% dos individuos) *7.

3.3.2 Acometimento do trato gastrintestinal

No aparelho digestivo, ocorre insuficiéncia
pancreética por obstrucdo dos ductos excretores da glandula,
ocasionando sindrome de ma absorcdo, cirrose biliar,
obstrucdo intestinal por estase fecal e, frequentemente,
refluxo gastresofagico. Dez a 15 % dos pacientes com FC
apresentam ileo meconial (obstrucdo pds-natal do trato
intestinal inferior), logo ao nascimento, dentro das primeiras
48 horas de vida, decorrente de impactacdo de rolhas de
meconio espesso no fleo terminal ®”. No Brasil, foram
encontradas manifestacdes clinicas digestivas em 59,6% de

104 pacientes com FC, o balan¢o de gorduras nas fezes
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esteve alterado em 67,9% destes, e ileo meconial foi
detectado em 5,8% dos casos ©.

A sindrome de ma absorcdo, nessa doenca,
resulta, predominantemente, de disfuncdo pré-epitelial e é
secundaria a rejeicdo de nutrientes ndo hidrolisados no
limen intestinal pela secrecdo pancreéatica insuficiente. Os
ductos ficam obstruidos por muco espesso que impedem a
chegada do suco pancreéatico no duodeno. Em 85% dos
casos, 0 pancreas produz enzimas (tripsina, lipase e amilase)
em quantidades anormais. Ao ocorrer diminui¢cdo ou
auséncia de secrecdo destas enzimas, havera uma absorcédo
deficiente de lipideos, proteinas e, em menor quantidade, de
carboidratos; com isso, 0 paciente pode desenvolver
esteatorréia, azotorréia e perda de vitaminas lipossollveis
(A, D, E, K) 102,

Aproximadamente 15% dos pacientes
fibrocisticos tém funcdo exdcrina pancreética residual
suficiente para a digestio normal e sdo chamados
“suficientes pancreaticos”. Estes doentes apresentam um
curso clinico mais suave, melhor estado nutricional, melhor
crescimento e funcionamento pulmonar, bem como
progndstico geral melhor quando comparados aos
“insuficientes pancreaticos”, que representam a maioria dos
doentes ©2),

O tecido enddcrino pancredtico é preservado
inicialmente, mas, com o passar dos anos, as células e o
tecido glandular (completamente substituido por fibrose e
gordura) sdo perdidos, podendo ocorrer intolerancia a
glicose e Diabetes mellitus em oito a 15 % dos pacientes
(10'13).

A desnutricdo é considerada um dos principais
fatores de mau prognéstico ®. O quadro policarencial pode
manifestar-se  através de parada do crescimento,
emagrecimento acentuado, deficiéncias nutricionais, atraso
no desenvolvimento e comprometimento grave da funcdo
pulmonar, diminuindo a ventilacdo, a fungdo muscular, a
tolerancia aos exercicios e a resposta imunoldgica dos
pulmdes. A intervencdo nutricional na fibrose cistica ¢,
portanto, muito importante para a melhora do crescimento e

na estabilizac&o da funcdo pulmonar %,



3.3.3Acometimento do sistema reprodutor

O trato genital também ¢ afetado, sobretudo nos
homens quando se observa infertilidade em mais de 95%
dos casos. Isto ocorre associado a um fenotipo conhecido
como auséncia bilateral congénita de “vas deferens”, ou
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obstrucdo congénita dos ductos deferentes
mulheres, 0 muco cervical espesso e com caracteristicas
bioquimicas alteradas, resulta em infertilidade .

Outras complicagbes importantes no quadro
clinico desses pacientes incluem a doenga Ossea por
deficiéncia de absor¢do de 25-hidroxi-vitamina D presente

na maioria dos pacientes fibrocisticos *3.

3.3.4Aspectos celulares e moleculares dos canais CFTR e
ENAc:

O acido ribonucléico-mensageiro (RNAm) do
gene FC normal vai ser traduzido nos ribossomos agregados
a face rugosa do reticulo endoplasméatico (RE) onde vai
sofrer modificacBes pds—traducionais. Apés isso, e com sua
pré-estrutura ativa (“folding”), essa proteina sera carreada
para o complexo de Golgi, onde serd glicosilada
apropriadamente e assumird sua estrutura funcional
definitiva denominada banda C. Esta sera entdo empacotada
em vesiculas e poderé ser conduzida a dois destinos ©?.

1 — As vesiculas poderdo migrar direto para a
membrana plasmatica na porcdo apical da célula, onde se
instalardo e iniciardo sua atividade;

2 — Poderdo migrar para o endossomo, que
funciona como um sistema de reserva e resposta rapida a
necessidade de extrusdo do CI" da célula.

Esse mesmo sistema endossomal é responsavel
pela reciclagem desses transportadores, assim como pela sua
degradacdo para re-aproveitamento de componentes através
de sua conexdo com os lisossomos, 0s quais também atuam
no sistema de controle da qualidade das proteinas
processadas no RE, degradando as que ndo apresentam o seu

“folding” correto (0,

Apesar disso, esse processo de
maturacdo conformacional de CFTR € considerado pouco
eficiente, pois 75% das moléculas CFTR normais séo
degradadas pelo aparato de controle de qualidade logo apds

a sua sintese 7.
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Figura 2 - Localizagdes intracelulares do regulador de condutancia
transmembrana da fibrose cistica (CFTR) durante sua maturagéo,
insercdo na membrana plasmatica e degradacdo. Quando
corretamente estruturada, 0 CFTR nascente deixa a face rugosa do
RE e migra atraves do Complexo de Golgi onde sofre glicosila¢des
até se tornar uma proteina madura (banda C). A CFTR madura
deixa o Golgi em vesiculas que podem migrar para a membrana
apical ou para o endossomo para ser reciclada. As vesiculas
contendo CFTR migram constantemente do endossomo para a
membrana plasmética e vice — versa, com taxas de migragdo e de
distribuicdo dependents do tipo cellular, da diferenciacéo celular e
das condi¢Bes de fosforilagdo. Eventualmente CFTR migra do
endossomo para a via de degradc¢do pelo lisossomo. CFTR mal —
estruturado ou mutado, além de uma quantidade significativa de
CFTR normal nascente do RE sdo degradadas pelo proteossomo
(BERTRAND; FRIZZELL, 2003).

CFTR na forma madura e ativa, além de sofrer
um controle de sua exposicdo na membrana apical pelo
endossomo, também é regulada internamente por
fosforilagdo, de forma que a liberacdo de cloreto é
controlada e previsivel, visando manter a homeostase da
célula.

Tendo em vista o funcionamento normal do
CFTR, pode ser demonstrado claramente que qualquer
evento que afete a migragdo do CFTR através do citoplasma
para a membrana plasmatica, sua reciclagem pelo
endossomo ou que altere a estrutura ativa da proteina,
interferindo no seu mecanismo de regulacdo, pode acarretar
uma variacdo do efluxo de CI', ocasionando determinadas
patologias como os surtos diarréicos ocasionados pela toxina
de Vibrio cholerae, causados pelo aumento da concentracdo
do AMPc (821,

3.3.5 CFTR na fibrose cistica

A mutagdo AF508 interfere com o “folding”
normal da proteina, com sua glicosilacgio e com o
funcionamento do canal na membrana apical, interferindo na

probabilidade de abertura do canal (Po) %%,



Com relagdo ao primeiro caso, a alteracdo da
estrutura afeta a interacdo da proteina com o sistema de
controle de qualidade, além de afetar sua estabilidade
estrutural na membrana e seu funcionamento como canal, o
que leva a um aumento de sua internalizacdo pelo
endossomo 7).

O sistema de controle de qualidade reconhece
falhas no “folding” da proteina, bloqueando sua migracao
seja pela associacdo a chaperones moleculares ou por
sinalizagdo para degradacéo via ubiquitina **¥. Estudos de
marcacdo em campo pulsado demonstraram que essa
degradacdo pela via da ubiquitina-proteossomo €
diretamente afetada pela mutagdo AF508, visto que,
enguanto a meia—vida citoplasmatica de CFTR normal varia
de 18-48 horas, dependendo do tipo de célula, CFTR -
AF508 tem uma meia vida de ~ 4 horas, mesmo na presenca
de substancias que atuam como chaperones (p.e. glicerol) ou
em temperatura reduzida (que também favorece a migracdo
de CFTR, mesmo mutado) 53,

Com relagdo a como a mutagdo AF508 afeta o
padrdo de glicosilagio de CFTR, isso ainda ndo estd
totalmente esclarecido. Porém, estudos demonstraram que
apesar de tanto a proteina mutante quanto a selvagem
sofrerem aparentemente 0 mesmo processo de glicosilacdo
com a adicdo de polilactosamina, na proteina mutante sé
ocorre a elongacdo correta deste polissacaridio em baixas
temperaturas. Aparentemente, isto estd relacionado ao fato
de que a CFTR-AF508 em baixas temperaturas (21-26°C) é
retida por mais tempo no complexo de Golgi, possibilitando

30 Além disso, células FC e ndo-FC

sua glicosilagdo ¢
apresentam diferencas significativas nas concentragdes de
flucose e acido sidlico, o que pode confirmar que a
glicosilacéo da proteina mutada seria afetada em condi¢Bes

normais 949,

3.3.6 ENaC e fibrose cistica

Os ENaC apresentam uma seletividade para Na*
bem maior do que para K*. Este canal, cuja fungio é manter
a homeostasia de Na’, é regulado de forma cuidadosa,
diferente dos canais de sédio dependentes de ligantes ou de
voltagem, cuja abertura, fechamento e inativagdo devem ser

rapidas “Y. Séo formados por trés tipos de subunidades (.,
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e vyENaC). Cada subunidade possui 2 dominios
transmembrana e seus terminais amina e carboxila se
localizam no citoplasma e se organizam em
heteromultimeros de quantidade variavel (variando de 4 a 9
subunidades no total) “*49.

Qualquer alteracdo nos ENaC, como falhas no
“folding”, na migracdo através do citoplasma ou mutagdes
no terminal carboxila de algumas das subunidades, acarreta
falhas na manutencdo da homeostase de Na®, podendo levar
a diversos quadros patolégicos como hipertensdo “¥, doenca
de Liddle “® e edema pulmonar “®, além da FC, figura 2.

A acdo dos ENaC ¢ regulada hormonalmente via
sistema renina-angiotensina-aldosterona, que ativa a
transcricdo de diversos genes, inclusive o do ENaC. O
aumento da expressdo do gene ENaC aumenta sua migragéo
até o Golgi. Nesta organela, a proteina sofre clivagens nos
seus dominios a e vy, tornando-se ativa. Apds esta clivagem,
a Po do canal aumenta de 0,02 a 0,6 “”, aumentando o
influxo do sédio “?.

Outro sistema de regulacdo é via vasopressina, a
qual se liga aos receptores V2 e estimula aumento de AMPc,
ativando PKA. Além da PKA, outra cinase, a cinase
induzida por glicocorticdides (SGK) atua no mesmo
substrato da mesma maneira: blogueando a endocitose e a
degradacdo pelos lisossomos via fosforilagdo de Nedd4-2
(uma ligase de ubiquitina), que faz parte da via de
degradacdo ubiquitina - proteossoma. Em paralelo, 0 AMPc
estimula a exocitose de ENaC, aumentando o influxo de Na*
(41,49,45).

Além da regulacdo hormonal, os ENaC também
sdo regulados por diversos outros fatores:

1. Efetores negativos: como acido araquiddnico, PKC
e cinase ativada por AMP 052,
2. Efetores positivos: fosfatidilinositol 4,5 — bifosfato

(PIP2) e 1B cinase — B (4353)

3.3.7 Diagnostico

O diagnostico da FC é sugerido somando-se as
manifestac¢Ges clinicas com a histdria familiar, e confirmado
pela demonstracdo de niveis elevados de cloreto no suor,
pelo método de Gibson e Cooke ®. Este teste mensura a

quantidade de cloreto e sédio no suor e tem sensibilidade



proxima aos 98 %. E realizado através da estimulagio das
glandulas sudoriparas pela aplicacdo de pilocarpina na pele
do antebraco, com coleta do suor para iontoforese. Valores
de cloreto acima de 60 mEg/l confirmam o diagnostico;
valores entre 40 e 60 mEq/l sdo duvidosos, e inferiores a 40,
sdo considerados normais . Apesar de este teste ser
considerado “padrdo ouro” no diagnéstico da FC, sabe-se,
atualmente que, em 1 a 2 % dos individuos com a doenca, as
concentragdes de cloreto no suor podem estar normais ou
serem duvidosas %,

Além do teste do suor, a doenca pode ser
diagnosticada por exame de DNA a partir de amostras de

sangue coletadas através do teste do pezinho ou néo .

3.3.8 Tratamento
3.3.81TRATAMENTO FARMACOLOGICO PARA
CFTR:

Como a proteina CFTR sofre a influéncia de
diversos fatores para seu funcionamento normal que afetam
a sua migragdo RE — Golgi — membrana plasmatica —
endossomo, sua expressdo génica e a sua ativacdo por
fosforilagdo, existem diversos possiveis alvos moleculares
para testar novas drogas no controle da auséncia de efluxo
de CI" em pacientes com FC e CFTR - AF508 %, Dentre
estes fatores estdo: reguladores da migracdo citoplasmatica,
ativadores da expressao génica, moduladores da fosforilagao

e inibidores de “stop codons”.
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Figura 3 - Potenciais alvos moleculares para a manipulacdo
farmacoldgica da ativagdo dos canais de cloreto. Os mecanismos
sdo indicados pelos seguintes nimeros: 1 — aumento da migragdo
citoplasmatica; 2 — diminui¢do da ubiquitinacdo; 3 — inibi¢do da
fosfodisterase; 4 — ativacdo da ciclase de adenilil; 5 - ativagdo
direta de CFTR; 6 — ativacdo da cinase de tirosina; 7 — inibigdo da
fosfatase; 8 — regulacdo de CFTR por monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc); 9 — ativagdo de outros canais de cloreto; 10 —
ativacdo de CFTR mediada pela cinase de célcio — calmodulina,
ATP (rifosfato de adenosina), ADP (difosfato de adenosina), PKA
(proteina cinase A) e RNAm (4cido ribonucléico mensageiro)
(RODGERS; KNOX, 2001).
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1 — Reguladores da migracdo citoplasmatica:
algumas substancias tém demonstrado “in vitro” um
potencial uso como chaperones moleculares, aumentando a
disponibilidade citoplasmética de CFTR - AF508. Devido a
isso, o total de canais CFTR na membrana apical aumenta,
aumentando efluxo de CI. Séo eles os polidlcoois, como
glicerol, sorbitol e mio — inositol; as aminas como betaina e
N — dxido de trimetilamina (TMAQ), além de solventes
como dimetil sulféxido — DMSO e D20 ©". Além destas,
outras drogas também aumentam a disponibilidade da CFTR
- AF508 madura no cistoplasma como a doxorrubicina —
Dox (um derivado antraciclico) e os derivados por
substituicdo do benzo [c] quinolizinio (MBP) ). Outras
drogas, como a “deoxyspergualin” (DSG) atuam
interferindo no sistema de controle de qualidade ubiquitina —
proteossomo, dificultando a degradacdo de CFTR - AF508
4 enquanto que a Tapsigargina (TP) pode interferir com o
mesmo sistema através da inibicdo dos canais de Ca®" do
RE. Em baixas concentracdes citoplasmaticas de célcio, os
chaperones moleculares dependentes de Ca** néo ativariam
0 aparato do proteossoma, aumentando a disponibilidade
citoplasmatica e na membrana apical de CFTR - AF508 ©°.

2 — Ativadores da expressdo génica: substancias
que atuam causando uma ‘“upregulation” do gene FC,
aumentando os niveis de transcri¢do e levando a uma maior
sintese da proteina CFTR - AF508. Essa maior quantidade
levaria a um maior nimero de canais CFTR na membrana
apical e aumentaria o efluxo de CI, mesmo sendo uma
grande quantidade degradada pelo sistema de controle de
qualidade ubiquitina — proteossomo. As substancias mais
promissoras para esse tipo de agdo na FC sdo os derivados
do écido butirico, principalmente o Sddio 4 - fenilbutirato (4
— PBA). Além do aumento da expressdo do gene FC, 4 -
PBA também diminuiu a expressdo do gene da Hsc-70, que
faz parte do sistema de controle de qualidade ubiquitina —
proteossomo, favorecendo ainda mais essa agdo ©° 7).

3 — Moduladores da fosforilagdo: essas substancias
podem atuar internamente em diversos pontos para afetar a
fosforilaco e a ativacdo do CFTR @,

3.1- Inibidores de fosfodiesterases (PDE):
Subténcias que inibem essa enzima favorecem a

fosforilagdo de CFTR - AF508, pois bloqueiam a degradagéo



de AMPc, o qual ativa a PKA que fosforila essa proteina @Y.
Diversas drogas sdo conhecidas por atuar sobre PDE como
“1 — methyl — 3 — isobutyl — xanthine” (IBMX) ¢ “I -
cyclopentil — 1,3 — dipropylxanthine (CPX) sdo mais
efetivas quando associadas a foscolina, um ativador de AC.
Ambos sdo inibidores ndo seletivos de PDE, talvez por isso
seus resultados “in vitro” possam ser contraditdrios,
dependendo da linhagem celular utilizada ©®®). Mais
promissores tém sido os inibidores de PDE seletivos para
AMPc, como a milrinona e a amrinona, pois foi
demonstrado experimentalmente “in vitro” que podem
aumentar o efluxo de CI° de forma independente da
foscolina, aumentando os niveis de AMPc &9,

3.2 - Inibidores de fosfatase:

Uma das mais estudadas quanto a sua possivel
utilizacdo no tratamento da FC é a isoflavona genisteina, um
inibidor de tirosina cinase que € capaz de aumentar o efluxo
de CI' via CFTR em combina¢do com a foscolina. Seu
mecanismo de acdo ainda ndo estd totalmente esclarecido,
mas pode ser devido & inibi¢do da fosfatase, 0 que mantém o
canal CFTR ativo constitutivamente. Essa isoflavona tem
sido testada quanto ao seu uso por via oral durante a
alimentacdo para minorar os sintomas da FC e aumentar o
efluxo de CI" com resultados promissores .

3.3 - Ativadores de ciclases de guanilil (GC):

O mecanismo exato de acdo ainda ndo foi
descrito, mas foi observado experimentalmente que drogas
que ativam as GC (p.e. peptidio natriurético tipo C — CNP,
um ligante para a GC tipo C) quando combinadas com
isoprenalina aumentam o efluxo de CI" via PKA. Dois
mecanismos sdo propostos para isso: fosforilacdo direta via
proteina cinase dependente de GMPc ou competicdo com
AMPc em nivel de PDE. Isso acarretaria um aumento da
concentracdo de AMPc no citoplasma, ativando PKA que
fosforilaria CFTR ©7,

4 - Nucleotidios trifosfatados como ativadores de
outros canais de cloreto:

Uma estratégia para aumentar o efluxo de cloreto
seria estimular a abertura de outros canais de CI". Um canal
que aparentemente responderia bem a essa técnica é o canal
de retificacdo por saida de cloreto (ORCC). Este canal €

ativado via CFTR de forma indireta, pois durante a
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fosforilagdo de CFTR pela PKA, ocorre um fluxo de ATP
através da membrana plasmatica. Este ATP se liga aos
receptores P2, que ativam ORCC. Esse fluxo de ATP ainda
ndo é totalmente conhecido, mas o fato é que o defeito da
mutacdo CFTR - AF508 poderia ser compensado pela
utilizacdo local de ATP ou UTP. Além disso, estudos estdo
sendo realizados para a descoberta de agonistas do receptor
P2Y?2 que poderiam ativar ORCC 27
5 - Aumento de célcio intracelular:

O aumento de concentragdo de Ca®" intracelular
pode aumentar o efluxo de CI” através da via de sinalizagdo
de cloreto regulada por célcio. Inibidores do seqiiestro de
Ca®* pelos estoques intracelulares como tapsigargina, acido
ciclopiazénico e 2,5 — di — (tert — butil)-1,4 — hidroquinona
(DBHQ) também afetam a migragdo de CFTR pelo
citoplasma devido a inibicdo das proteinas dependentes de
Ca®* como a calnexina e glicoproteina glicocil transferase,
ambas associadas ao maquinério de controle de qualidade do
“folding” no RE (7

6 — Inibidores de “stop codons”:

O surgimento de um cédon de parada acarreta a
formacéao de uma proteina truncada, a qual ndo apresenta sua
atividade normal. O wuso de aminoglicosidios tem
demonstrado resultados interessantes no sentido de encobrir
estes cOdons da leitura pelo ribossomo, evitando o
truncamento da proteina, a qual mesmo geneticamente
anormal poderia migrar pelo citoplasma e chegar a
membrana plasmatica, como no caso de CFTR. Esse tipo de
efeito ja foi verificado experimentalmente, mas
aparentemente existe um fator etnogenético associado, visto
que resultados positivos s6 foram obtidos em comunidades
de judeus Ashkenazi e em poucos tipos de células “in vitro”,

sendo necessarios mais estudos ®77.

3.3.82 TRATAMENTO FARMACOLOGICO PARA
ENAC

Um tratamento complementar para a FC é evitar a
absorcdo de Na+ através dos ENaC e da Na* - K™ - ATPase,
que sdo ativados por CFTR - AF508 @™ Uma das
tentativas de evitar a absor¢do de sddio através da
membrana apical das células epiteliais consiste em inativar

os ENaC. Uma das drogas com potencial para isso é a



amilorida, um inibidor do transporte de Na* tanto “in vivo”
quanto “in vitro” que pode ser administrado por via
inalatdria, indicado na prevengdo do declinio da fungdo
pulmonar .  Porém, estudos demonstraram que sua
eficiéncia “in vivo” é de curta duragdo (~30 minutos) e
transitria (novas doses ndo repetem o mesmo efeito) 2.
Um analogo da amilorida, o benzamil, apresentou um efeito
mais duradouro e resultados mais efetivos "*®%. Entretanto,
0 desenho racional de novas drogas a partir destes
precursores pode representar uma excelente alternativa
terapéutica no futuro.

A inibigdo do influxo de Na* pode ser conseguida
também com a inibicdo da Na* - K ATPase por glicosidios
cardiotoxicos, como a ouabaina e a digoxina, ou a inibicao
do fluxo total de Na* pelo agonista de receptores opidides,
loperamida . A ouabaina apresentou bons resultados “in
vitro”, enquanto que a digoxina demonstrou uma excelente
acdo “in vivo”, demonstrando a sua possivel utilizagdo

terapéutica na FC em doses ndo toxicas ©+%?

. Quanto a
loperamida, apesar de resultados “in vivo” demonstrarem
sua acdo na reducdo do influxo de Na* na membrana de
células epiteliais, seu efeito é ainda menos potente do que o
da amilorida supracitada ©?.

Outra possibilidade terapéutica para FC é o
tratamento associado de ativadores de canais de CI° como
ORCC ¢ inibidores de canais de Na* (p.e. uridina trifosfato -
UTP + amilorida), mas muitos testes ainda tém de ser

realizados antes desta possivel utilizagéo ©39,

3.3.83 TERAPEUTICA INALATORIA POR
BRONCODILATADORES

Broncodilatadores B2 — adrenérgicos (salbutamol,
terbutalina,  fenoterol)  promovem  broncodilataco,
melhoram o transporte ciliar do muco e o batimento ciliar. A

desvantagem é predispor ao colapso das vias aéreas >

3.3.84 TRATAMENTO NAO FARMACOLOGICO
PARA FC

O primeiro passo no tratamento  nédo
farmacol6gico consiste no esclarecimento dos pais sobre a
doenca, suas manifestagdes e a sua responsabilidade pela

eficacia do tratamento, que deve ser precoce e continuo por
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toda a vida. Além disso, é necessaria uma estimulagdo
constante para os pais devido aos cuidados especiais que
devem ser despendidos ao afetado e ao alto custo
terapéutico, explicitando que, se possivel, o paciente deve
ser encaminhado a um servico especializado “°.

Para a insuficiéncia digestiva, além da conduta
médica, 0 acompanhamento nutricional deve ser enfatizado
com uma dieta hipercalérica, hiperprotéica e rica em
gorduras devido as necessidades energéticas do paciente ¢©.
Além disso, a dieta deve ser acompanhada de suplementos
dietéticos, salinos, vitaminicos e enzimas pancreéticas, além
da administracdo endovenosa de gorduras e de nutri¢do
parenteral em casos de desnutrigdo grave 72,

Com relagdo a doenca pulmonar é recomendada a
inalacdo de substancias salinas hipertdnicas (embora o efeito
seja de curta duracdo), lavagem nasal, exercicios aerébicos,
fisioterapia respiratoria especializada, controle das infec¢oes

pulmonares e tratamento cirdirgico em Gltimo caso 741529,

3.3.9 Prognostico e aconselhamento genético

Sem o tratamento adequado, 0 mais comum é o
Obito do lactente por desnutricio. Com o tratamento
adequado, a perspectiva é de uma sobrevida de 20 anos com
possivel 6bito por doenca pulmonar e/ou cirrose 9.

Os pais devem ser informados que, por ser uma
doenca autossémica recessiva, existe um alto risco de
recorréncia em novos nascimentos. O risco de um irmdo do
afetado (no caso, um novo filho do casal) ser homozigoto
recessivo é de 25%, e de ser portador assintomatico é de
50% @,

4 CONSIDERA(;C)ES FINAIS

Como demonstrado anteriormente, diversos séo
os alvos moleculares da FC que podem ser atacados por
diferentes drogas objetivando o aumento do efluxo epitelial
de CI' e a diminuigdo do influxo de Na'. Seja através da
acdo direta sobre os canais CFTR e ENaC ou sobre canais
alternativos. Seja através de ativadores da fosforilagdo ou do
aumento da migracdo citoplasmatica, da glicosilagcdo ou da
reducdo da degradacdo de CFTR - AF508, é potencialmente
importante que esse conjunto de drogas seja avaliado em

testes clinicos para avaliar seu potencial sinergistico, pois



como demonstrado anteriormente, todas as drogas citadas
tém seu efeito alterado dependendo do tipo de célula, do tipo
de experimento (se “in vitro” ou “in vivo”), de fatores
étnicos e do tipo de modelo utilizado no estudo 7.

Além disso, a FC apresenta-se com uma
fisiopatologia ideal para estudos de farmacogen6mica e de
terapia génica ® %, estando algumas técnicas terapéuticas
em estudos clinicos de fase | ®”. Essas técnicas s6 foram
possiveis apés a clonagem do gene CFTR e o
desenvolvimento de modelos experimentais de FC em
animais, o que permitiu a elaboragdo de técnicas de DNA
recombinante e antiproteases, além da terapia génica
propriamente dita ®.

Em paralelo com as novas perspectivas de
tratamento, novas metodologias para a deteccdo precoce da
FC (como as técnicas de genotipagem para identificar as
mutagdes) podem melhorar a perspectiva para o tratamento,

melhorando a qualidade de vida dos afetados ®2.
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