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l. Introducao

O farmacéutico é um profissional de saude e agente de salde publica que faz o elo de
ligacao entre os médicos prescritores e a populagio em geral, tendo portanto uma enorme
responsabilidade na dispensa de medicamentos e produtos de saude. Sendo o ultimo a
contactar com o doente antes da toma de medicamentos, é de primar que este ceda a
informagao correta e necessaria ao utente para a toma segura, eficaz e racional do
medicamento, podendo evitar assim quaisquer interagao ou reagao adversa que possam
ocorrer durante a toma do mesmo. Tem ainda a responsabilidade e o dever de fomentar nao
sO a educagao para a saude, como a prevengao da doenca.

O Estagio Curricular é o culminar de nove semestres de aprendizagem, onde
finalmente consolidamos e colocamos em pratica todo o conhecimento adquirido até entao,
quer na area de farmacologia, como na de bioquimica, de gestao e até deontologica. Realizado
este estagio em farmacia comunitaria, é notorio o desenvolvimento de capacidades de decisao
e resolucao de problemas, e ainda de soft-skills, dado contactar com um vasto leque de pessoas
de diversas faixas etarias e socioeconomicas.

De acordo com o plano de estudos do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
(MICF), realizei o meu estagio curricular em farmacia comunitaria entre janeiro de 2019 e abril
de 2019, na Farmacia Machado, sob a tutela do Diretor Técnico, Dr. Joao Maia. Durante o
mesmo realizei tarefas de back-office, como aprovisionamento de medicamentos e produtos
de salde, gestao de stocks, verificacao de validades, e ainda preparagao de lineares, medigoes
de glicémias e pressao arterial, bem como atendimento ao balcao.

O presente relatorio, estruturado na forma de SWOT (Strenghts, Weaknesses,
Obpportunities e Threats), diz respeito ao estagio realizado na Farmacia Machado, onde fago uma
apreciagao critica do que influenciou positivo ou negativamente o mesmo, bem como possiveis

lacunas que possam ter ficado por preencher.
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2. Analise SWOT
2.1. Pontos Fortes

2.1.1. Localizacdo e populagcao abrangida

A Farmacia Machado encontra-se situada no centro de Celas, proximo de escolas
secundarias e faculdades, do Centro de Saude de Celas, Instituto Portugués de Oncologia e
ainda do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, o que permite que a farmacia tenha
utentes bastantes heterogéneos no que diz respeito a classes etarias, e até mesmo
socioeconomicas.

Considero este fator uma mais-valia para o meu estagio, no sentido em que o contacto
com um vasto leque de utentes se traduz num atendimento bastante diferenciado, o que leva,
por sua vez, a um aconselhamento bastante diversificado consoante a situagao em questao,
permitindo um desafio e melhoria constante, pondo em pratica a maioria das valéncias

adquiridas com o plano de estudos de MICF.

2.1.2. Equipa que compoe a farmacia

A equipa da farmacia é composta pelo Diretor Técnico Dr. Joao Maia, pelas
farmacéuticas Dra. Graziela Grade, Dra. Ana Rita Garrett e Dra. Mariana Lopes, pelo técnico
de farmacia Sr. Eduardo Cruz, e, por fim, pela Dra. Maria Joao, que sendo a proprietaria, é
responsavel pela parte burocratica.

Considero que uma boa equipa de trabalho é um dos pilares essenciais para o sucesso
da farmacia, pois s6 assim conseguimos superar as adversidades do exercicio da profissao e
caminhar para um futuro promissor, criando o ambiente ideal para receber e instruir da
melhor forma um estagiario. Desde cedo que a boa disposi¢ao, simpatia, companheirismo e
disponibilidade prestada pela equipa me fez sentir integrado na farmacia, e com o passar do
tempo, senti um a vontade crescente para esclarecer qualquer ddvida que surgisse, desde o
trabalho de back-office na rececio de encomendas e arrumo dos medicamentos, ao
atendimento ao balcio e aconselhamento farmacéutico. Para além disso, desafiavam-me a
saber mais sobre cada medicamento e produto de salde, como a indicagao terapéutica, grupo
farmacologico ou até mesmo a posologia, principalmente nos Medicamentos Nao Sujeitos a
Receita Médica (MNSRM).

Sinto que este fator tornou-se uma mais-valia para o meu crescimento enquanto pessoa

e profissional de salide na area de farmacia comunitaria.
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2.1.3. Multiplicidade de tarefas realizadas

Apesar de nos primeiros dias de estagio este nao passar da observagao de como as
atividades dentro da farmacia eram realizadas, desde cedo contactei com todo o percurso do
medicamento dentro da farmacia, desde a visualizacio de como as encomendas eram
realizadas, até a sua entrada no sistema, na realizagao e regularizacao de devolugoes, gestao
dos stocks, arrumo dos medicamentos na respetiva gaveta ou linear, e até mesmo ao
atendimento ao publico, o que me permitiu um ideia geral do exercicio da profissao.

Indo de encontro ao ponto anterior, tendo a ajuda e acompanhamento incansavel dos
restantes colaboradores da farmacia, considero a realizagao de todas estas tarefas desde o
inicio do estdgio uma importante ferramenta para o desenvolvimento de confianca e
autonomia no trabalho, que sem duvida marcaram positivamente o meu estagio. Sem este,
certamente nao seria tao enriquecedor como foi, e certamente nao preencheria todas as

lacunas necessarias para formar um bom profissional.

2.1.4. Software SIFARMA 2000°

O software atualmente em vigor na Farmacia Machado é o SIFARMA 2000°, o qual é
utilizado para desempenhar todas as tarefas que dizem respeito ao exercicio da profissao,
desde a parte do atendimento (criar ou abrir a ficha do utente na farmacia e leitura da receita
médica), até a gestao e rececao de encomendas, consulta das caracteristicas do medicamento,
verificagao e corregao de validades e stocks, regularizagao e gestao das devolugoes e créditos,
consulta do resumo de faturacao, entre outros.

Dada a simplicidade e versatilidade do sistema e o facto de ser bastante intuitivo, este,
permite uma melhor e mais rapida aprendizagem do seu funcionamento, além de melhorar e
facilitar a organizagao e gestao da farmacia pelos colaboradores, sentindo assim que esta foi

uma ferramenta decisiva no aprimoramento das minhas capacidades enquanto estagiario.

2.2. Pontos Fracos
2.2.1. Numero de estagiarios na farmacia

Como ja anteriormente referido, a Farmacia Machado tem uma equipa composta pelo
Diretor Técnico, trés farmacéuticas e um técnico de farmacia. Este ano aceitaram trés
estagiarios para cada periodo, de janeiro a abril, e de abril a julho inclusive.

Posto isto, se compararmos o aproveitamento do estdgio quando estamos sozinhos ou
quando estamos com mais dois estagiarios, a aprender o mesmo e realizar as mesmas fungoes,
desde a entrada de encomendas e arrumo dos medicamentos, ao atendimento, este seja
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bastante diferente. Foram varias as situagoes em que tivemos que dividir a mesma tarefa, e
foram muitos os tempos que tivemos parados. Para além disso, no més de Abril éramos seis
estagiarios e, apesar de nesta altura ja sermos bastante autbnomos, as tarefas ficaram ainda
mais escassas e senti que isto foi bastante prejudicial para o meu processo de aprendizagem.
Considero, portanto, o numero de estagiarios como o principal ponto fraco do estagio,
dado considerar que o conhecimento adquirido nao foi o mesmo que seria se tivesse sozinho

ou apenas com mais um estagiario.

2.2.2. Aconselhamento farmacéutico

O aconselhamento farmacéutico é fundamental no exercicio da nossa profissao, sendo
um desafio constante colocar em pratica todo o conhecimento adquirido ao longo do nosso
percurso académico durante o estagio, esclarecendo todas e quaisquer duvida que o utente
possa ter, o que se torna bastante gratificante para nos estagiarios.

Apesar de o plano curricular de MICF estar bem estruturado, senti algumas lacunas na
area de Dermofarmacia e Cosmética, Preparagoes de Uso Veterinario e ainda de Suplementos

Alimentares.

2.2.2.1. Dermofarmacia e Cosmética

Dada a grande variedade de marcas de cosmética que existem no mercado, e a elevada
oferta de produtos dentro da mesma marca, é de esperar que cada farmacia disponha, apenas,
de uma restrita gama de produtos, que nem sempre vao de encontro ao que o consumidor e
utente procuram.

Foram varias as vezes em que solicitaram aconselhamento para problemas de pele seca,
com rosacea, atopica, e para as varias faixas etarias, desde bebés a adultos. Ao inicio, tinha
sempre que pedir apoio a algum farmacéutico da equipa para ver qual o produto mais
aconselhado para aquele caso, e ouvia o aconselhamento feito ao utente. Apenas assim, e ao
ler o rétulo de cada produto, é que consegui aconselhar da melhor forma possivel e esclarecer
as duvidas da pessoa. Seria de esperar que fossemos melhor preparados para o
aconselhamento farmacéutico nesta area, mas a cadeira de Dermofarmacia e Cosmética que
nos é lecionada nao é direcionada para este exercicio. Posto isto, considero que se podia dar

mais énfase ao aconselhamento farmacéutico.
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2.2.2.2. Preparacoes de Uso Veterinario

A localizagao da Farmacia Machado num meio citadino limita, como é de esperar, a
solicitacao de produtos de uso veterinario, o que nos leva a contactar menos com este tipo
de produtos, fazendo com que o nosso aconselhamento seja escasso. No entanto, tive
oportunidade de ceder antiparasitarios externos e internos para animais de companhia, além
de anticoncecionais.

Apesar de termos uma unidade curricular direcionada para esta vertente, senti que se
foca muito na farmacocinética e farmacodinamica dos medicamentos, e nao tanto na parte do
aconselhamento. Com isto, sinto que se houvesse uma reestruturagao da cadeira, com

inclusao da parte do aconselhamento, seria uma mais-valia para todos os estudantes.

2.2.2.3. Suplementos Alimentares

Com a quantidade e diversidade de informagao que corre nos media nos dias de hoje,
as pessoas procuram suplementar a sua dieta com o intuito de aumentar a fungao cognitiva ou
sistema imunitario, melhorar a memoria, auxiliar a concentragao, entre outros, tirando partido
dos suplementos alimentares. As Industrias Farmacéuticas, como era de esperar, para colmatar
possiveis falhas no mercado, criaram ou melhoraram diversos produtos, o que faz com que
haja uma enorme oferta de produtos nesta area.

O facto de cada pessoa informar-se a priori de possiveis suplementos alimentares a
tomar, torna-se bastante desafiante pois chegam a farmacia com ddvidas em relagao aos
constituintes dos suplementos, questionando as suas propriedades e caracteristicas, como
podem ser tomados, se existem possiveis efeitos adversos e se podem ser tomados

concomitantemente com certas terapias, e também em relagao ao beneficio/custo.

2.2.3. Variedade de regimes de comparticipacao complementares

O Estado Portugués comparticipa o custo de medicamentos, através do SNS, a todos
os cidadaos portugueses ou estrangeiros que tenham autorizagao de residéncia ou trabalho.
Existem quatro escaloes de comparticipagao, sendo que estes variam consoante a indicagao
terapéutica do medicamento, a sua utilizagao, as entidades que o prescrevem e também
doentes com determinadas patologias que tenham um consumo elevado de determinados
medicamentos. [ 1]

Além deste regime de comparticipagao, ha ainda regimes de comparticipagao
acessorias, como por exemplo SAMS, EDP-Savida e CTT-Medis. Em receitas eletronicas, apos

abertura da receita e escolha dos medicamentos a dispensar, temos que ir ao atalho “Planos”
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e acrescentar este tipo de comparticipagao, o que se torna bastante facil devido ao sistema
SIFARMA 2000°. A situagio mais desafiante é mesmo as de receitas manuais, em que temos
que tirar copia da receita com o cartao de comparticipagao adicional no verso, seguido do
pedido da assinatura do utente para depois podermos enviar para essas entidades.

Todo este mecanismo ¢ bastante complexo comparado com as receitas eletronicas, o
que aliado a minha inexperiéncia inicial levou ao atraso no atendimento e até a anulagao de
algumas vendas, quer por engano meu, que nao adicionei o plano de comparticipagao
complementar, ou do utente por nao informar que tinha este regime. No entanto, dando
atencgao especial a este tipo de situagoes, consegui colmatar esta fraqueza, otimizando assim o

tempo de atendimento e aconselhamento.

2.3. Oportunidades

2.3.1. Receitas por DCI

Através da publicagao da Lei n.° 11/2012, de 8 de margo e da Portaria n.° 137-A/2012
de |1 de maio, definiu-se o sistema de prescricao por Denominagao Comum Internacional
(DCI), que levou a alteragao das regras de prescricao e dispensa de medicamentos para:
substancia ativa, forma farmacéutica, dosagem, apresentagio e indicagio da dosagem,
prevendo as situagoes de excegao justificada como indices ou margens terapéuticas estreitas,
intolerancia ou reacao adversa, e ainda de necessidade de continuidade de tratamento com
duragao superior ou igual a 28 dias. [2]

A prescrigao por DCI incentiva, de facto, o uso de medicamentos genéricos, que tém
uma inquestionavel seguranga, qualidade e eficacia, desempenhando um papel fundamental no
uso racional e sustentavel do medicamento, podendo ser uma fonte de poupanga para todos
os cidadaos. Efetivamente, este tipo de receita leva a uma dissociagao de marcas de
medicamentos das patologias, sendo a evidéncia farmacoldgica a determinante na opgao clinica,
O que propicia a competitividade entre promotores de medicamentos genéricos.

Para além disso, durante o plano de estudos de MICF todos os farmacos sao
apresentados e estudados pela sua substancia ativa, o que facilita o nosso raciocinio aquando
do contacto com as receitas por DCI, podendo responder mais eficazmente as questoes
levantadas pelos utentes, e ainda a previsao de posologia e dosagem para a toma daquele

medicamento em especifico.
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2.3.2. Cartdo Sauda+ - Sistema de fidelizacao

A Farmacia Machado faz parte das Farmacias Portuguesas, que disponibilizam o cartao
Salda+, utilizado a nivel nacional, que permite ao utente acumular pontos realizando compras
de MNSRM, de produtos da salide e bem-estar, e ainda de servigos farmacéuticos, trazendo a
vantagem de possibilitar a troca desses pontos por vales de desconto que sao utilizados para
pagar a fatura, por produtos que constam num catalogo, e ainda ter promogoes exclusivas.
[3]

Mais importante para a farmacia, este cartao tras a vantagem de poder fidelizar o cliente
na nossa farmacia, o que cria condigoes para que este volte. Com isto, e sendo largamente
utilizado na farmacia onde estagiei, tive a oportunidade de perceber a ligagao empresa-utente,

o que comprovou a utilidade deste cartao.

2.3.3. Filosofia kaizen

Ao longo do estagio na Farmacia Machado tive a oportunidade de contactar com o
programa kaizen, implementado nas farmacias pela Glintt®. Esta filosofia, que foi desenvolvida
no Japao, tem como pressupostos a melhoria continua, diaria, envolvendo todos os
colaboradores na farmacia para otimizar a produtividade e rentabilidade de cada um,
planeando atividades, discutindo ideias e tentar prever possiveis falhas que possam ocorrer na
realizagao das tarefas. Para tal, a cada dia ha um colaborador encarregue de dirigir a reuniao
entre todos, com vista a aperfeicoar as atividades executadas na farmacia, além de colocar
todos a par da realidade vivida na farmacia, no que toca por exemplo a quota de genéricos,
aos créditos feitos, entre outros. [4]

O contacto com esta filosofia foi deveras uma oportunidade, pois foi-me incutido
diariamente principios que tinham impacto positivo nas atividades que realizava, e onde havia
um envolvimento geral dos colaboradores, criando assim um clima organizacional em prol da
melhoria continua da atividade farmacéutica e da gestao sustentavel dos recursos da farmacia,

quer humanos ou materiais.

2.4. Ameacas
2.4.1. Estagiario visto aos olhos da populacao

A Farmacia Machado, existente ha largos anos, apresenta inUmeros clientes fidelizados
e que desde sempre se dirigem a este estabelecimento para aviar as suas receitas e procurar
o melhor e mais completo aconselhamento na area farmacéutica, procurando

preferencialmente os elementos da equipa técnica em detrimento dos estagiarios, pois para
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0s mesmos ser estagiario podera ser sinonimo de inexperiéncia e falta de conhecimento. Senti
muitas vezes o evitamento por parte do utente em ser atendido por mim, e a falta de
recetividade aquando do aconselhamento, requerendo na maioria das vezes a opiniao dum
membro da equipa.

Neste sentido, senti que a dificuldade em criar uma proximidade e empatia com alguns
dos utentes da farmacia podera ter sido um entrave a minha evolugao. No entanto, nunca
deixei que isso afetasse o meu desempenho e fui demonstrando com trabalho, esforgo e
dedicagao que somos futuros profissionais de salude, e que possuimos o conhecimento e
capacidades para aconselhar e satisfazer as necessidades da pessoa, ganhando posteriormente
a confian¢a daqueles que inicialmente se mostraram pouco recetivos em relagao ao meu

atendimento.

2.4.2. Liberalizacao de MNSRM

Em 2005, os MNSRM sofreram alteragoes legislativas que permitiram a sua dispensa
em locais devidamente autorizados para o efeito, deixando de ser de venda exclusiva em
farmacias comunitarias, além da liberalizagao do prego dos mesmos. [5]

O aparecimento das parafarmacias e dos grandes estabelecimentos comerciais, como
a Wells, devido ao seu potencial econémico conseguem mais descontos dos armazenistas em
relagao as farmacias pois adquirem muitas embalagens dum tipo de medicamento numa
compra Unica, levando assim a oferta dos mesmos medicamentos a um prego mais baixo, o
que é chamativo para os clientes.

Dada a situagao socioeconomica do pais, é de esperar que os utentes procurem os
pre¢os mais baixos, dando preferéncia a estes estabelecimentos em relagao as farmacias. Ora,
como é de esperar, cria-se o problema do nio acompanhamento farmacéutico que é tao
essencial para promover o uso racional e a seguranga na utilizacao de medicamentos,
favorecendo assim o aparecimento de reagdes adversas ou agravamento de situagoes ja
existentes, como por exemplo, pessoas com histérico de problemas no trato gastrointestinal
superior ou nefropatias a tomarem AINE’s sem controlo dum profissional de saude.

E, de facto, necessario alertar a populagio para a aquisicio de MNSRM em farmacias
ou para procurarem aconselhamento farmacéutico antes da toma dos mesmos, no sentido de

prevenir quaisquer efeitos indesejaveis ou reagoes adversas.
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2.4.3. Rutura de stocks

Para o bom funcionamento da farmacia e para o bom exercicio da profissao, é
necessario repor o stock da farmacia para fornecer os medicamentos necessarios aos utentes,
que muitas vezes necessitam de medicagao diariamente, ou até mesmo varias vezes ao dia para
o tratamento de certas doencas, maioritariamente croénicas.

Durante o periodo de estagio foram varios os medicamentos que entraram em rutura
de stock, como por exemplo a aspirina® GR, Adalat® CR e Lasix® que estiveram esgotados
durante quase um més no caso do primeiro, e quase dois meses no caso do terceiro. Sendo
estes medicamentos de toma didria e consumidos pela maioria da populagao, dadas as
morbilidades e co-morbilidades da mesma, é de esperar que estes nunca faltem no mercado.
Foram inimeras as situagoes que tive de informar o utente que nao tinhamos todos os
medicamentos da receita, e que teria que se dirigir a outra farmacia ou entido optar pelo
genérico. Como sao medicamentos para uso continuado e as pessoas habituaram-se as marcas
originais, os utentes ficam desconfiados e reticentes a trocar para o genérico, preferindo
esperar que o medicamento volte ao mercado o que podia colocar em risco a sua saude. Para
além disso, sendo eu estagidrio, explicar esta situacdo aos utentes gerava uma certa
desconfianga por parte dos utentes, sendo que os mesmos solicitavam um farmacéutico da
equipa para verificar a veracidade da situagao, o que gera desconforto da parte de quem
atende.

O facto da farmacia fazer parte dum grupo de farmacias, permitiu muitas das vezes
obter o medicamentos requerido, mas nem sempre era possivel, saindo o utente prejudicado.
Nestas situagoes, informava o utente que o melhor seria mesmo dirigir-se a um médico para

encontrar uma possivel alternativa terapéutica.
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3. Casos Clinicos

3.1. Gastroenterite

Uma senhora na casa dos 35 anos dirige-se a farmacia com queixas de diarreia e dores
abdominais fortes, sinais estes que indicam uma possivel gastroenterite. Comego por
questionar ha quanto tempo se encontra assim e se sabe a possivel causa do problema, ao qual
me responde que no dia anterior tinha ido jantar fora com a familia, podendo a comida estar
contaminada com algum virus ou bactéria. Questiono de seguida se as fezes apresentam muco
ou sangue, sendo a resposta negativa, indicando um caso de gastroenterite aguda, passivel de
ser controlada por terapéutica farmacoldgica.

Dados os sinais apresentados, comecei por indicar o Buscopan Compositum N®, que
apresenta como principios ativos o brometo de butilescopolamina e paracetamol, indicado
para o alivio das dores e espasmos abdominais, devendo tomar um a dois comprimidos trés
vezes ao dia, nao devendo exceder os seis comprimidos em 24h. [6] Como na diarreia a flora
intestinal é parcialmente perdida dado o elevado numero de deje¢oes, para a restabelecer
recomendei o uso de Biofast®, um suplemento alimentar que contém dez estirpes de
Bifidolactus, que funcionam como probiéticos, prebidticos como fructoligossacarideos, e ainda
as vitaminas Bl, B2, B6 e Bl2. Tomando uma saqueta por dia, este suplemento ajuda a
normalizar o transito intestinal, reduzindo assim a intensidade e duracao da diarreia. Sendo as
gastroenterites bastante debilitantes por poderem causar desidratacao, é imperativo garantir
que os eletrdlitos e fluidos sejam repostos, aconselhando a pessoa a aumentar a ingestao de
liquidos, indicando a opgao de poder levar também Dioralyte® que contém glicose, cloreto de
sodio, cloreto de potassio e citrato disodico, repondo assim o equilibrio eletrolitico mais

eficazmente.

3.2. Odinofagia e congestao nasal

Um senhor, com cerca de 40 anos, dirigiu-se a farmacia com sintomas de odinofagia,
popularmente conhecida como dor de garganta, e congestao nasal. Iniciei o atendimento por
questionar ha quanto tempo apresentava estes sintomas e se tinha iniciado alguma terapéutica
para o tratamento dos mesmos, e ainda se tinha febre ou dificuldade ao engolir. Respondeu
que tinha a sensac¢do de ter a garganta inflamada e que |he custava engolir, sendo entio uma
situagao passivel de ser tratada com terapéutica para alivio da dor.

Dados os sintomas, e questionando se era diabético ou nao, aconselhei a toma de
Strepfen® devido as propriedades analgésicas e anti-inflamatérias do seu principio ativo —

flurbiprofeno — aconselhando a dissolver na boca uma pastilha a cada 3 a 6 horas e alertando
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para a dose maxima de 5 pastilhas por dia, desaconselhando o uso simultaneo de ibuprofeno,
dado haver risco de sobredosagem. [7]

Para o tratamento da congestio nasal, indiquei o uso de Nasorhinathiol®, cujo principio
ativo é o cloridrato de oximetazolina. Este medicamento de pulverizagao nasal tem a posologia
de | a 2 nebulizagdes, em cada narina, de 12 em |12 horas com a duragao de tratamento nao

superior a trés dias. [8]
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4. Consideracoes Finais

Apos o término do periodo de estagio em farmacia comunitaria na Farmacia Machado,
concluo que este é um ponto extremamente importante no nosso percurso académico
enquanto futuros profissionais de saude especialistas do medicamento, onde percebemos
realmente o papel do farmacéutico na sociedade.

Atualmente a farmacia € um local onde o profissionalismo, a competéncia, o respeito
e a promogao do uso racional do medicamento a distinguem dos outros locais de salide onde
ocorre dispensa de medicamentos e produtos de saude. Um local em constante mudanga,
onde o dinamismo e a inovagao sao fulcrais para superar os desafios do dia-a-dia.

Ao longo do estagio, e com a excelente equipa que me acompanhou neste periodo,
senti que desenvolvi capacidades que me permitiram evoluir como pessoa e futuro
farmacéutico, percecionando que ser farmacéutico € muito mais que o simples conhecimento
do medicamento, mas também o conhecimento do terceiro e da sua doenca, além da
promogao e estabelecimento da salde publica.

E imperativo que o farmacéutico continue a desenvolver o exercicio da profissaio com
as competéncias e profissionalismo que a distinguem, para que esta seja cada vez mais
reconhecida e procurada pela populagiao dada a forte e agressiva concorréncia que hoje existe

com os locais de venda livre de medicamentos.

Vasco Lopes 21



5. Referéncias Bibliograficas
[1] SNS — Legislacao de comparticipacio de medicamentos. [Acedido a 3 de maio de

2019]. Disponivel na Internet em: https://www.sns.gov.pt/sns-saude-mais/medicamentos/

[2] Portaria n.° 137-A/2012 do Diario da Republica n® 92/2012 de | | de Maio, Série | de 2012-
05-11. [Acedido a |5 de maio de 2019]. Disponivel na Internet: https://dre.pt/pesquisa/-
/search/668307/details/maximized

[3] Farmacias Portuguesas — como funciona. [Acedido a |15 de maio de 2019]. Disponivel

na Internet: https://www .farmaciasportuguesas.pt/sauda/como-funciona

[4] Glintt® — Consultoria de Projeto. [Acedido a |7 de maio de 2019]. Disponivel na
Internet: https://www.glintt.com/pt/o-que-fazemos/ofertas/BusinessConsulting/Paginas/

Consultoria-de-Projeto.aspx

[5] Decreto-Lei n.° 134/2005 de 16 de Agosto, do Diario da Republica n.° 156/2005, Série |-
A de 2005-08-16. [Acedido a 18 de maio de 2019]. Disponivel na Internet:
https://dre.pt/pesquisa/-/search/243692/details/maximized

[6] INFARMED, IP. — Resumo das Caracteristicas do Medicamento Buscopan
Compositum N® 1,5 mg, comprimido. [Acedido a 19 de maio de 2019]. Disponivel na Internet:

http://app7.infarmed.pt/infomed/download_ficheiro.php!med_id=1293&tipo_doc=rcm

[7] INFARMED, I.P. - Resumo das Caracteristicas do Medicamento Strepfen® 8,75 mg,
pastilhas. [Acedido a 19 de maio de 2019]. Disponivel na Internet: http://app7.infarmed.pt/

infomed/download_ficheiro.php?med_id=53219&tipo_doc=rcm

[8] INFARMED, IP. — Resumo das Caracteristicas do Medicamento Nasorhinathiol®
0,5 mg/ml, solugao para nebulizagao nasal. [Acedido a 19 de maio de 2019]. Disponivel na
Internet: http://app7.infarmed.pt/infomed/download_ficheiro.php?med_id=6014&tipo_doc=rc

m

Vasco Lopes 22



Parte 1l

Relatorio de Estagio no INFARMED, I.P.

Ip Infarmed

Autoridade Nacional do Medicamento
e Produtos de Saude, |.P.



Lista de Abreviaturas

AIM - Autorizagao de introdugao no mercado

AR — Assuntos Regulamentares

CAM - Comissao de Avaliacao do Medicamentos

CFT - Classificagao farmacoterapéutica

DAM - Diregao de Avaliagao de Medicamentos

OMCL - Laboratérios Oficiais de Controlo de Medicamentos

SMUH - ALTER - Sistema de gestao de Medicamentos de Uso Humano — Submissao

eletronica de pedidos de alteragao aos termos de AIM
SWOT - Strenghts, Weaknesses, Opportunities e Threats

UMM - Unidade de Manutengao no Mercado
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l. Introducao

O setor farmacéutico engloba varias vertentes profissionais, como a farmacia de oficina
e hospitalar, industria farmacéutica, analises clinicas, investigagao laboratorial, entre outras.
Dada a sua diversidade, e com a possibilidade de ganhar experiéncia e outras valéncias ao
realizar outro estagio além do Unico obrigatorio, farmacia de oficina, decidi candidatar-me a
vaga na Direcao de Avaliagio de Medicamentos (DAM) do INFARMED, I|.P. - Autoridade
Nacional do Medicamento e Produtos de Saulde.

O INFARMED, IP. tem a fungao de supervisionar e regular os setores dos
medicamentos de uso humano e produtos de salde, que inclui dispositivos médicos, produtos
cosméticos e de higiene corporal, garantindo o acesso destes com qualidade, seguranga e
eficacia a populagao portuguesa, visando assim a protec¢ao da saude publica. [1]

O estagio possibilitou o contacto com a area de Assuntos Regulamentares (AR), um
setor bastante complexo da atividade farmacéutica, permitindo conhecer o papel desta
instituicdo a nivel nacional e internacional, e mais concretamente as suas funcdes na
regulamentacao de medicamentos para uso humano.

O periodo de estagio teve a duragao de 3 meses, tendo exercido a fungao de gestor
de processos de alteragoes a Autorizagao de Introdugao no Mercado (AIM), na Unidade de
Manutengao no Mercado (UMM) da DAM, com a orientagdo de uma Técnica Superior
(Farmacéutica). Tive a oportunidade de analisar e gerir processos de pedidos de alteragao do
tipo IA, IB e Il 2 AIM de medicamentos pertencentes a classificagao farmacoterapéutica (CFT)
9, e ainda de processos submetidos apés decisao da Comissao Europeia relativa a arbitragem
do artigo 31° dos medicamentos antagonistas dos recetores da angiotensina Il (sartans)
“candesartan, irbesartan, losartan, olmesartan e valsartan” de uso humano.

O relatério que se segue tem como objetivo fazer uma analise retrospetiva deste
estagio, sendo realizado através duma analise SWOT (Strenghts, Weaknesses, Opportunities e
Threats), destacando os objetivos cumpridos e por cumprir, assim como os pontos relevantes

que serviram para aprofundar o meu conhecimento no setor de Assuntos Regulamentares.
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2. Analise SWOT
2.1. Pontos Fortes
2.1.1. Funcionamento do INFARMED I.P.

O funcionamento interno do instituto foi, sem duvida, um ponto forte do meu estagio.
O seu nivel de organizagao permitiu uma rapida integragao na equipa de trabalho, dando-nos
a conhecer numa pequena apresentacao toda a estrutura e equipa do INFARMED I.P., das suas
areas de atuagao e em que iria consistir o nosso estagio. Os estagiarios foram divididos entre
dois departamentos, tendo eu ficado na UMM da DAM.

Nos primeiros dias de estagio tivemos formagao, onde fizeram uma abordagem geral
da area de AR, que tipos de alteragoes existem e como as submeter, explicando quais seriam
as nossas fungoes no periodo de estagio.

Assim, a formagao e orientagao continua criou um ambiente dindmico na aquisi¢ao de
conhecimentos nesta area, fomentando o desenvolvimento de capacidades pessoais e

profissionais.

2.1.2. Diversidade/multiplicidade de tarefas

A UMM tem a competéncia de analisar a documentagao submetida pelas entidades que
pretendem alterar, renovar, declarar ou revogar caducidade de registos ou AIM de
medicamentos. [2]

Enquanto estagiario nesta unidade, as minhas fungdes passaram por analisar a
documentacao que era submetida pelos titulares de AIM (TAIM) que pretendiam realizar
alteragoes as suas AIM da CFT 9, ou seja, de medicamentos do aparelho locomotor. Para além
disso, a decisao da Comissao Europeia C (2019) 2698 de 2 de abril de 2019 relativa a
arbitragem do artigo 31° dos medicamentos antagonistas dos recetores da angiotensina |l
(sartans) “candesartan, irbesartan, losartan, olmesartan e valsartan” de uso humano, levou a
que todos os TAIM submetessem de um pedido de alteragao adicional na categoria C.I.1l.a
tipo lAin. [3] Este tipo de alteragao era bastante diferente das que estava a analisar até entao,
permitiu o contacto com empresas a hivel europeu e também com um novo sistema
eletrénico, o CTS.

Esta foi uma das mais-valias para o meu estagio, pois tive a oportunidade de adquirir
novas valéncias dentro da area de AR, além de poder contactar com empresas internacionais

e como funcionam as alteragoes a nivel dos Estados Membros de Referéncia.
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2.1.3. Competéncias adquiridas na area de AR

A area de AR ¢é bastante complexa e sao precisos alguns anos para um profissional
ganhar capacidades e experiéncia suficiente para realizar as tarefas autonomamente.

Neste primeiro contacto com a area regulamentar, com a orientagao dum profissional
ja experiente que me formou e cedeu material de apoio como leis e guidelines, recomendagoes
nacionais e europeias, sites informativos, entre outros, consegui adquirir um vasto leque de
valéncias, experiéncia e conhecimento que me serao bastante Uteis para o futuro, uma vez que
a area de AR me suscita bastante interesse enquanto futuro profissional.

Apesar de estar sob orientagao dum profissional, este nem sempre estava disponivel,
o que fomentou a minha organizagao pessoal para ao analisar os varios processos, conseguisse
saber e explicar-lhe em que cada um consistia, esclarecer possiveis duvidas, e reter qual o
proximo passo a seguir em cada situagao, respondendo aos TAIM ou finalizando os processos,
situagao que foi vantajosa no sentido de saber organizar-me de modo a otimizar o trabalho

realizado.

2.1.4. Material informatico / Software

No inicio do estagio foram disponibilizados a cada um dos estagiarios credenciais para
iniciar sessao e ter acesso as plataformas utilizadas por todos os colaboradores do
INFARMED, I.P., possibilitando a realizagao do trabalho de forma eficaz.

De todas as ferramentas utilizadas, destaco o SMUH-ALTER, GIMED e CTS. O portal
SMUH-ALTER permite as empresas submeterem os pedidos de alteracio com a respetiva
documentacao, e aos gestores dos processos de AIM que trabalham neste instituto, avaliarem
essa informagao, validarem-na e finalizar o processo em questao. Além disso, tem acoplado o
sistema de gestao financeira do INFARMED, I.P., que permite o pagamento das respetivas taxas
pelo portal. O GIMED permite ter acesso a um resumo geral dos dados do medicamento, qual
o seu TAIM, o estado da AIM, a cadeia de produgao, embalagens, entre outros. Ja o CTS foi
utilizado para analisar processos de worksharing e que tém Portugal como Estado Membro de
Referéncia.

A utilizagao destas plataformas foi uma mais-valia pois facilita tanto o trabalho das
empresas, como o dos gestores do INFARMED, I.P. na analise de um pedido de alteragao e
da documentagao que é submetida com este, bem como a troca de informagao decorrente
desta atividade, permitindo conhecer quais os requisitos necessarios para realizar a validagao

do processo, finalizando-o.
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2.2. Pontos Fracos

2.2.1. Complexidade dos Processos e Tempo de Espera

A submissao de uma alteragao leva a que sejam enviados documentos, os quais sao
analisados pelos gestores de processos de alteragoes a AIM. A base destes documentos é a
mesma, no entanto, consoante o tipo de alteragao em questao, estes podem ter mais ou
menos informagao, ou até terem que ser submetidos outros documentos.

Mesmo com o apoio da minha orientadora e dos outros colaboradores da equipa,
quando era confrontado com um pedido de alteragao mais complexo, haviam documentos
extensos e complexos, em que era preciso a analise mais minuciosa e pormenorizada, o que
levava a um maior dispéndio de tempo em apenas um processo, e caso tivesse que fazer um
pedido de elementos, as empresas tinham 30 dias para enviar os documentos solicitados. Tudo
isto levava ao adiamento da analise de novos processos, e ao acumulo de processos em fase
de resolugao.

Considero assim que a complexidade de alguns processos, assim como o tempo de
espera das respostas aos pedidos de elementos como uma fraqueza pois os processos em fase
de resolugao foram-se acumulando ao longo do estagio, deixando ainda alguns pendentes no

término deste.

2.2.2. Autonomia/ Dependéncia de outros profissionais

Como ja referi anteriormente, a area de AR é bastante complexa, e muitos dos
processos de alteragoes as AIM submetidos requerem uma grande experiéncia e
conhecimento para serem avaliados mais eficazmente. Muitas das vezes ao analisar um
processo, e devido a minha falta de experiéncia, tinha que solicitar a ajuda da minha
orientadora para questionar se um documento estava de acordo com a guideline, se teria que
fazer um pedido de elementos, quais os passos a seguir para aquela situagao em especifico, e
se podia finalizar o processo, o que dependia da sua disponibilidade. Além disso, importa
referir que sempre que era preciso realizar um pedido de elementos e entrar em contacto
com o TAIM para algum esclarecimento, eu nao tinha acesso as credenciais para enviar um
email diretamente, tendo que envia-lo para a minha orientadora, e sé depois seguia para a
empresa em questao.

Esta dependéncia de outros profissionais foi diminuindo ao longo do estagio, apesar de
em certas situagoes particulares e mesmo para seguimento do meu trabalho, muitas vezes

solicitar a ajuda da orientadora. Esta particularidade pode ser resolvida pela constante
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formacao na area e um grande investimento de tempo, ganhando autonomia para concluir as
tarefas.

Considero, portanto, esta situagdo como um ponto negativo do estagio apesar de, em
algumas situagoes, ter a ajuda dum profissional experiente também foi benéfico para mim, pois
pude compreender melhor os procedimentos e os processos, construindo uma base sélida

para a resolugao dos mesmos.

2.2.3. Periodo de estagio reduzido

Apesar de ter tirado o maximo deste estdgio, considero que o tempo deste nao se
encontra adequado, uma vez que devido a complexidade da 4area de AR e da gestio dos
processos, € necessario um largo periodo de tempo para adquirir os conhecimentos basicos
para o exercicio da atividade que realizei ao longo do estagio.

A avaliagao e finalizagao dos processos demoram algum tempo, e caso seja preciso
fazer algum pedido de elementos para resolve-los, prolonga o tempo dedicado a um sé
processo. Apesar de nos conseguirmos organizar e avaliar varios processos a0 mesmo tempo,
estes tempos de espera entre troca de informagao e resposta dos TAIM condiciona o estagio,
uma vez que temos apenas trés meses para absorver todo o conhecimento possivel.

Assim, trés meses nao dao margem suficiente para adquirir conhecimento e
experiéncia suficiente para desenvolvermos autonomia na resolugao das tarefas, além do facto

de nos restringir a apenas um departamento, sendo esta uma fraqueza do estagio.

2.3. Oportunidades

2.3.1. Visao interna da autoridade regulamentar

O INFARMED, I.P., autoridade nacional do medicamento, resultante da sua fungao e
competéncias, € uma excelente fonte de informagao e conhecimento para todos aqueles que
la trabalham e realizam estagios curriculares e autopropostos.

A experiéncia e valéncias adquiridas permitem uma aplicagdo nao s6 do lado da
autoridade nacional, mas também do lado da industria farmacéutica. Ao analisarmos os
processos de alteragao a AIM, compreendemos a estrutura e o funcionamento da avaliagao e
resolu¢ao dos mesmos, fornecendo as ferramentas essenciais para mais tarde ingressarmos na
area regulamentar.

A evolugao e atualizagao constante ao longo do estagio, além de todo o conhecimento

adquirido na andlise de pedidos de alteragao as condigoes AIM do lado da autoridade
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regulamentar foram sem dudvida uma grande oportunidade para me preparar para o futuro,

considerando o INFARMED, I.P. uma excelente escola para profissionais.

2.3.2. Reunides da Comissao de Avaliacio do Medicamentos (CAM)

Durante o periodo de estagio no INFARMED, I.P., foi-nos possibilitada a presenga em
duas reunices da CAM. Esta é uma comissao técnica especializada que tem a competéncia de
sempre que solicitado pelo Conselho Diretivo do INFARMED, I.P., emitir pareceres, no que
diz respeito a medicamentos, em questoes de avaliagao da qualidade, seguranca e eficacia, bem
como outros assuntos de caracter técnico-cientifico.

Considero que a presenga nestas reunioes foi uma oportunidade de ficar a conhecer
como sao solucionadas as questoes levantadas pela avaliagado de um medicamento, quer seja
um pedido de AIM ou uma alteragao a AIM, qual o papel de um técnico avaliador, seja
farmacéutico ou nao, e que este necessita de bastante experiéncia e informagao cientifica, e

ainda o papel da comissao em emitir pareceres referentes as questoes submetidas.

2.3.3. Visita ao laboratorio da Direcao de Comprovacao da Qualidade (DCQ)

No final do estagio o INFARMED I.P. proporcionou aos estagiarios uma visita ao seu
laboratério de controlo de qualidade dos medicamentos, produtos cosméticos e dispositivos
médicos. Este faz parte da rede europeia de Laboratérios Oficiais de Controlo de
Medicamentos (OMCL), criada pela Comissao Europeia e atualmente sob coordenagao da
Diregao Europeia da Qualidade dos Medicamentos e Cuidados de Saude (EDQM).

Na visita foi-nos dado a conhecer os departamentos do laboratério, o da Biologia e
Microbiologia e da Quimica e Tecnologia Farmacéutica, assim como as tarefas realizadas por
cada um. Deram-nos uma breve explicagao de como filtram os medicamentos a analisar a cada
ano e qual o método e material a utilizar. Para além disso, fiquei a conhecer a relevancia deste
laboratorio a nivel nacional e internacional, como membro da rede OMCL, permitindo a
partilha de informagao, recursos e resultados, o que harmoniza e otimiza as diversas
metodologias utilizadas pelas autoridades nacionais competentes. [4]

Considero, assim, uma oportunidade para o meu estagio uma vez que fiquei a conhecer
como funciona a rede Europeia de laboratorios e a importancia deste instituto como membro

dessa rede, assim como as fungoes e competéncias de cada departamento.
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2.4. Ameacas

2.4.1. Falta de recursos humanos

A DAM é composta sensivelmente por 80 profissionais, no entanto, apenas |5 fazem
parte da UMM, sendo que so estes estao ao encargo de gerir e avaliar os pedidos de alteragao
as AIM.

Posto isto, assim que a minha orientadora definiu alguns processos para eu analisar,
eram varios os que ja estavam para ser avaliados desde 2014 e 2015. Contactando pela
primeira vez com processos de pedido de alteragoes, vi-a o meu trabalho dificultado porque
nao sabia se ja tinham sido feitos pedidos de elementos para alguns processos ja analisados ou
se estes podiam ser finalizados, e também muitas das vezes a informagao ja estava
desatualizada, tendo os TAIM submetido outras alteragoes que se sobrepunham aquela. Além
disso, a minha orientadora estava com imenso trabalho acumulado e a analisar esses mesmos
processos, dentro da CFT com que esta trabalhava, o que diminuia a sua disponibilidade para
seguir o meu trabalho.

Considero assim a falta de recursos humanos como uma ameag¢a, uma vez que
contactei com processos antigos, desatualizados, que atrasaram a minha evolugao e me
prendarem de pegar em processos mais recentes e que eram seguidos unicamente por mim.
Sinto que se abrissem mais concursos publicos para contratar recursos humanos este

problema era colmatado.

2.4.2. Tempo de Aprendizagem

A drea de AR é bastante complexa, levando a um profissional desta area bastantes anos
a adquirir conhecimentos e experiéncia para realizar as suas fungdes com completa autonomia.
Assim, este estagio com a duragao de apenas trés meses serviu apenas para conhecer uma
pequena parte da area de AR, apesar de ter sido possivel concluir a necessidade que os
profissionais tém em manter-se constantemente atualizados e informados, em formagao
continua, uma vez que esta é uma area bastante dindmica e em constante mudanga.

Este ponto foi uma ameaga ao meu estigio pois para desenvolver as minhas
competéncias e cumprir os objetivos propostos é necessiario um elevado investimento

temporal, o que nao é conseguido durante o periodo de estagio.

2.4.3. Processos mal submetidos pelos TAIM
Os TAIM para alterarem as condigoes AIM de um medicamento necessitam de

submeter um pedido de alteragao das mesmas, que é avaliado pelos gestores de processos do
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INFARMED, I.P. Dependendo do tipo de alteragao que querem realizar, tém que cumprir
condigoes ou submeter certos documentos de acordo com o que esta indicado nas guidelines,
e € a partir da avaliagao destes componentes que o processo € validado e posteriormente
finalizado, ou nao.

Foram varias as situagoes em que ao analisar um processo a informagao submetida
estava desatualizada, havia documentos mal preenchidos e correspondentes a outros
medicamentos ou com outras dosagens do mesmo TAIM, e principalmente nao era submetida
toda a documentagao para validar o processo. Para solucionar o problema, faziam-se pedidos
de elementos a empresa, a qual tinha trinta dias Uteis para responder, sob pena de o
INFARMED, I.P. invalidar o processo. Aliado ao reduzido periodo de estagio, este tempo de
espera aos pedidos de elementos em adigao ao tempo despendido ao avaliar toda a
documentacao do processo, prolongava em muito o tempo que se aplicava a um unico
processo, o que nao permitia avaliar outros processos.

Considero assim como uma ameaga ao estdgio a ma submissao de processos pelos
TAIM, uma vez que esta situagao levava a longos tempos de espera para a finalizagao dum
Unico processo, restringindo o ganho de conhecimento e experiéncia ao nao avaliar outros

pedidos de alteragao.
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3. Consideracoes Finais

A realizagao deste estagio curricular no INFARMED, I.P. foi uma experiéncia bastante
gratificante e prestigiante para mim, pelo facto de ter enriquecido em muitos niveis o meu
conhecimento na area de AR, area de grande interesse pessoal.

Os profissionais do INFARMED, I.P. tém a possibilidade de ter um contacto estreito
com a indUstria farmacéutica e ainda com comissoes cientificas nacionais e internacionais, o
que me permitiu captar grande conhecimento a nivel regulamentar, além de ficar a conhecer
como esta area realmente funciona, completando a matéria lecionada na unidade curricular de
AR, que faz parte do plano curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas.

Todo o apoio dado pelos profissionais do departamento da UMM, e a confianga na
tomada de decisdes e realizacio de tarefas de elevada importancia dada pela minha
orientadora, além das condi¢oes oferecidas pelo instituto, foram uma mais-valia para o meu
percurso ao longo do estagio, que me permitiram desenvolver as tarefas eficazmente,
ganhando experiéncia e conhecimento nesta area importantissima do setor farmacéutico.
Estagiar neste prestigiado instituto foi deveras importante para o meu enriquecimento pessoal

e profissional, e tenho a certeza que ajudara a ser um profissional bem sucedido.
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Parte Il

Monografia: “Conexina 43 no cancro da mama: papel

fisiopatologico e potencial terapéeutico”



Resumo

As conexinas sao proteinas com fungoes de adesao e comunicagao intercelular, com papéis
relevantes no desenvolvimento, diferenciacio e homeostase dos varios tecidos em
vertebrados. Dos 21 membros da familia da conexina humana, o subtipo 43 (Cx43) é o mais
amplamente expresso. As conexinas tém sido descritas como tendo um papel na patogénese
do cancro de mama que em todo o mundo, é o mais comum a afetar o sexo feminino, devendo
as suas taxas de incidéncia e mortalidade aumentar significativamente nos proximos anos. A
progressao do tumor primario é geralmente acompanhada de uma sub-expressao de
conexinas, com subsequente perda da comunicagao intercelular juncional. Nos estadios
avancados do cancro, as conexinas sao sobre-reguladas, ajudando as células tumorais a
interagir com as células endoteliais e assim a extravasar e invadir tecidos distantes. Devido a
sua interacao diferencial com o microambiente tumoral, a Cx43 pode atuar como supressor
tumoral no crescimento precoce do cancro de mama e também funcionar como potenciador
tumoral em estadios avangados. Devido a expressao diferencial e as fungoes das conexinas
nos varios estadios da carcinogénese da mama, a sobre-expressao da Cx43 ou o restauro da
sua capacidade de se localizar nas jungoes gap, podera ser uma potencial estratégia terapéutica

para impedir a progressao do tumor, mantendo as células em estados mais diferenciados.

Palavras-chave: Cancro da Mama, Conexina 43 (Cx43), Juncao Gap, Comunicagao
Intercelular, Sub-regulacao, Sobre-regulagao, Progressao Tumoral, Metastizacao, Estratégias

Terapéuticas.
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Abstract

Connexins are proteins with functions of adhesion and intercellular communication, with
relevant roles in development, differentiation and homeostasis of the various tissues in
vertebrates. Of the 2| family members of the human connexin, subtype 43 (Cx43) is the most
widely expressed. Connexins have been described as having a role in the pathogenesis of
breast cancer, which worldwide is the most common affecting females, and their incidence
and mortality rates are expected to increase significantly in the coming years. Primary tumor
progression is usually accompanied by connexin downregulation, with subsequent loss of
junctional intercellular communication. In the advanced stages of cancer, connexin
upregulation helps tumor cells to invade and interact with endothelial cells, and to extravasate
to distant tissues. Due to its differential interaction with the tumor microenvironment, Cx43
can act as a tumor suppressor in the early stages, and also function as tumor enhancer at
advanced stages of breast cancer. Due to the differential functions and levels of expression of
connexins at various stages of breast tumorigenesis, targeting Cx43 in order to up-regulate or
restore its ability to localize at the gap junction, could be a potential therapeutic strategy to

prevent tumor progression, remaining as cells in more differentiated states.

Keywords: Breast Cancer, Connexin 43 (Cx43), Gap Junction, Intercellular Communication,

Upregulation, Downregulation, Tumor Progression, Metastization, Therapeutic Strategies.
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Lista de abreviaturas

AC — Ansa Citoplasmatica

AE — Ansa extracellular

CM - Cancro da Mama

CMTN - Cancro da Mama Triplo Negativo

C-Src — Proteina-tirosina cinase Src

Cx — Conexina

GJ — Jungao gap

HC — Hemi-canal

HER2 — Recetor do fator de crescimento epidermal humano 2
kDa — Kilo Dalton

MmRNA — RNA mensageiro

PK - Proteina cinase

PM — Peso Molecular

RE — Recetor de estrogénios

RP — Recetor de Progesterona

SiRNAs — pequenos RNAs de interferéncia

SUMO - pequeno modificador semelhante a ubiquitina
TC — Terminal carboxilo

TN — Terminal amina

Ub - Ubiquitina

V-Src — proteina-tirosina cinase Src do virus do sarcoma de Rous
ZO-1 - Zonula Occludens-|

WCx43 — Pseudogene Cx43
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l. Introducao

O cancro da mama (CM) é o segundo tipo de cancro mais comum no mundo e nas
mulheres em paises desenvolvidos. E necessario ter em consideragio a divisio do CM em
tipos biologicos para qualificarmos adequadamente os doentes para tratamento. A detegao
precoce para melhorar o prognédstico e a sobrevivéncia do CM, continua a ser a base e
objetivo da terapéutica do CM.

As conexinas (Cxs) sao um dos principais componentes das Gap Junction (GJ) que
ligam diretamente o citoplasma de duas células adjacentes, permitindo a comunicagao
intercelular, e apresentando papéis relevantes no desenvolvimento, diferenciacio e
homeostase dos varios tecidos em vertebrados, sendo a regulacio da sua expressiao e
montagem em GJ processos complexos, encontrando-se espacial e temporalmente regulada
durante diferentes estadios da tumorigénese. [1]

A funcdo e a expressao anormal da Cxs estao implicadas na irregularidade do
desenvolvimento e em multiplos tipos de cancro. As Cxs funcionam como reguladores
principais que determinam a progressao tumoral e metastases pela troca de sinais, e
coordenacao da comunicagao entre diferentes tipos de células dentro da populagao de células
tumorais heterogéneas e entre as células tumorais e o seu microambiente. [2]

Enquanto a Cx43 é sub-regulada em muitos tumores primarios, ela é sobre-regulada
durante os estadios posteriores da carcinogénese mamaria. Evidéncias cientificas sugerem que
a comunicagao intercelular mediada por G) e a expressao de Cxs, as suas sub-unidades
proteicas, estio ligadas a tumorigénese e a progressio para metastases. Varios estudos
também sugerem que comunicagao intercelular e Cxs contribuem para a supressao do
crescimento tumoral, participando na regulagao da proliferagao, diferenciagao e morte celular.

A metastizagao do cancro € um processo de multiplas etapas, envolvendo a invasao do
endotélio, o intravasamento (das células para a corrente sanguinea) e o seu extravasamento
(da corrente sanguinea para tecidos distantes). Foi demonstrado que a Cx43 parece ter
também um papel na metastizagao tumoral. De facto, durante a progressao do cancro, a falta
de conexao entre Cxs ajuda as células tumorais a separarem-se fisicamente do microambiente
e migrarem posteriormente.

A falta de GJ no tumor primario da mama podera ser utilizada como uma intervengao
terapéutica, pois a sobre-expressao ou re-expressao de Cxs pode exercer atividades anti-
tumoral e anti-metastatica em células do CM. No entanto, a estimulagao da comunicagao
intercelular também parece traduzir-se num aumento do efeito de agentes quimioterapicos

através da potenciacio do efeito bystander. E, assim, necessario esclarecer mais
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detalhadamente o papel fisiopatologico das Cxs, e em particular da Cx43, de modo a avaliar o

seu verdadeiro potencial como alvo terapéutico nos diferentes estadios do CM.

2. Cancro da mama

Atualmente, o peso das doengas nao transmissiveis esta a aumentar por todo o mundo.
Podem destacar-se como os seus principais motivos: o aumento da esperan¢a média de vida,
a exposicao prolongada a fatores de risco e mudangas no estilo de vida. Estudos mostram que
o cancro é uma das doengas mais importantes do mundo, devido a sua componente
multifatorial numa visao epidemiologica. [3]

O CM é o mais comum entre os que mais afetam as mulheres a nivel mundial, e, preveé-
se que as suas taxas de incidéncia e mortalidade aumentem significativamente nos préximos
anos. A incidéncia desta doenga, com aproximadamente 1.7000.000 novos casos a cada ano e
458 mil mortes por ano, € alarmante; essas taxas sugerem um progresso lento em termos de
prevengao.

Em 2018, de acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancro, a incidéncia
de CM foi 2086 milhoes de casos, |1,6% de todos os casos de cancro, com uma mortalidade
de 627.000, 6,6% de todos os novos casos de cancro (Anexo ), afetando mulheres de todas
as idades. Nesse ano, em Portugal, foi atingido um niimero de 6974 novos casos, 12% de todos
0s novos casos, sendo este o mais incidente (Anexo 2). Relativamente a taxa de mortalidade,
houve no mesmo ano 1748 mortes, 6% de todos os cancros, sendo este o quarto da lista
(Anexo 3). [4]

O CM geralmente manifesta-se por uma anomalia mamografica ou através de
alteragoes fisicas na mama, incluindo o aparecimento de massas ou espessamento assimétrico,
secre¢ao nos mamilos ou alteragdes na pele ou no mamilo. Duas manifestagoes clinicas
incomuns incluem a doenga de Paget do mamilo, uma forma de adenocarcinoma envolvendo
a pele e os ductos, e o CM inflamatoério, identificado por uma constelagao de vermelhidao,
calor e edema que frequentemente reflete a infiltragao de células tumorais nos vasos linfaticos
dérmicos da mama. [5-7]

Multiplos fatores estao associados a um risco aumentado de desenvolver CM. Os
principais fatores de risco sao o género e a idade, uma vez que 75% de todos os CM ocorrem
em mulheres com idade superior a 50 anos. Outros fatores de risco incluem aumento do risco
de desenvolver CM, em 1,5% a 3%, se uma mulher tiver mae ou irma com histérico de CM,
mutagoes nos genes de suscetibilidade ao CM BRCA| e BRCA2, sendo responsaveis por 5%
a 10% de todos os CM, fatores hormonais como os estrogénios endogenos, e ainda dieta e
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estilo de vida, ja que mulheres com um indice de massa corporal superior ou igual a 31,1 tém
um risco 2,5 vezes maior de desenvolver CM do que aquelas com um indice de massa corporal
inferior ou igual a 22,6. [5-10]

Considerando o peso financeiro que os paises desenvolvidos apresentam, o exame
fisico da mama é uma forma eficaz de diagnosticar o cancro em fases precoces. Além disso, se
as mulheres forem educadas sobre o CM, o auto-exame mamario pode ser um método simples
e economico para prevenir a doenga. Apos detegao de uma anormalidade mamaria palpavel
pelo paciente ou pelo profissional de saude, ou de serem detetadas suspeitas num mamograma
de rastreio, é realizada uma biopsia guiada por mamografia, ultrassonografia ou ressonancia

magnética de forma a obter o diagnostico clinico. [6, 7]

2.1. Marcadores de Estadio, de Prognostico e Preditivos

Como em todos os tipos de cancro, o estadiamento do CM é um método consistente
na avaliagdo da extensao, de forma a orientar as decisGes terapéuticas. A American Joint
Committee on Cancer apresenta um manual de estadiamento clinico e patologico que se baseia
no sistema TNM, no qual “T” se refere a tumor, “N” a nédulos e “M” a metastase. Para o
CM, T refere-se a extensao do tumor no interior da mama, N a extensao dos nédulos linfaticos
regionais na axila e nas cadeias mamarias supraclaviculares e internas, e M refere-se a doenga
metastatica. Existem 5 estadios: estadio 0, que é o Carcinoma ductal nao invasivo in situ, e os
estadios | a IV, que sao usados para o CM invasivo. Além do estadiamento TNM tradicional, o
estadiamento do CM reflete ainda o teste de biomarcadores para a expressao do recetor de
estrogénio a (RE), recetor de progesterona (RP) e expressao do HER2, o grau do tumor, e
no caso de neoplasias nédulo-negativas, RE-positivas e HER2-negativas, a incorporagao do
ensaio genomico Oncotype DX. [6]

Para a determinagio do prognéstico, utiliza-se o Indice Prognéstico de Nottingham,
que utiliza como indicadores o tamanho tumoral, nimero de nodulos linfaticos envolvidos, e
o estadio do tumor. As duas determinantes mais importantes do prognostico para o CM em
estadio inicial sao o estadio linfonodal patologico e o tamanho do tumor. Um mau prognoéstico
esta associado a uma elevada carga linfonodal, baixo grau histologico, grande tamanho tumoral,
auséncia de expressao de RE e RP e sobre-expressao de HER2. [5]

Os RE, RP e HER2, além de marcadores de estadio e prognostico, atualmente podem
ser também considerados marcadores preditivos para orientar a selegao da terapéutica,

devendo ser avaliados rotineiramente em todos os cancros invasivos.
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2.2. Subtipos moleculares

Podemos classificar o CM em diferentes tipos, incluindo CM nao-invasivo, invasivo e
metastatico, bem como em subtipos intrinsecos ou moleculares.

Técnicas moleculares modernas forneceram mais informagoes sobre a classificacao
molecular do CM. Integrando dados derivados da analise por matrizes de nimero de copias
de DNA gendmico, metilagao de DNA, sequenciamento de exdes, RNA mensageiro (mnRNA),
sequenciamento de microRNA e arranjos de proteinas de fase reversa, foram identificados
varios tipos geneticamente distintos de CM [5], tendo estes implicages terapéuticas e de

prognostico. [11]

2.2.1. Subtipos Luminais

Os subtipos luminais compoem a maioria dos CM e expressam genes que geralmente
sao expressos no epitélio luminal da mama, sendo divididos em dois subgrupos: luminal A e
luminal B.

Os tumores Luminal A sao mais comuns e caracterizam-se por altos niveis de
expressao de genes relacionados com o RE, e ainda baixa expressao do cluster de HER2 e
genes associados a proliferagao, como o Ki-67. O seu progndstico é o mais favoravel de todos,
com uma sobrevida de 80% em cinco anos.

Em contraste, os tumores Luminal B sao caracterizados por niveis mais baixos de
expressao de genes relacionados com RE, expressao variavel do cluster HER2 e niveis mais
elevados de genes associados a proliferagao. Foram descritas taxas de sobrevida a 5 anos de
40%.

Assim sendo, os tumores Luminal A tém um prognostico global mais favoravel que os

tumores Luminal B. [8, 12]

2.2.2. Subtipo Enriquecido em HER2

O subtipo enriquecido com HER2 compode aproximadamente 10% a 15% de todos os
CM e sobre-expressa os genes associados ao HER2 e de proliferacao, tendo ainda menor
expressao de genes relacionados ao RE. Curiosamente, uma analise do Programa do Atlas do
Genoma do Cancro demonstrou que nem todos os cancros clinicamente positivos para HER2,
como definido por uma andlise imunohistoquimica e/ou hibridizagao in situ, pertencem ao
subtipo molecular enriquecido em HER2 e vice-versa. A maioria dos CM clinicamente

positivos para HER2 e que em relagao ao perfil de expressao génica nao sao considerados
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parte do subgrupo enriquecido em HER2, enquadram-se no subtipo luminal B. O subtipo

enriquecido em HER?2 é quase sempre negativo para o RE e RP. [8, 12]

2.2.3. Subtipos Triplo-Negativos

Os subtipos RE-negativos compoem um grupo heterogéneo de tumores que sao
frequentemente denominados de CM triplo negativo (CMTN), pois geralmente nao possuem
RE, RP e HER2. A categoria basal-like do subconjunto RE-negativo foi inicialmente identificada
pela tecnologia de microarray de primeira geragao, sendo caracterizada por um elevado nivel
de expressao de genes de proliferagao e citoqueratinas basais, e ainda por uma perda de
expressao de genes associados ao controlo do ciclo celular. Embora os tumores basal-like
sejam os mais comuns dos subtipos RE-negativos (50% a 75%) e constituam 15% a 20% de
todos os CM, outros subtipos negativos existem também, incluindo o grupo claudin-low, o de
recetor de androgeno rico em interferao e os grupos normais. Embora o subgrupo claudin-low
tenha algumas semelhangas com o tipo basal-like, estes tumores tém baixa expressao dos genes
de claudinas que estao envolvidos nas tightjunctions das células epiteliais, possuindo
caracteristicas similares as células estaminais com evidéncia de terem sofrido transicao
epitelial-mesenquimal. [8]

Outros investigadores tentaram caracterizar o CMTN usando perfis transcricionais,
incluindo o trabalho de Lehman et al. (2016) [13] no qual foram identificados seis subtipos
distintos. Os principais agrupamentos incluiram dois tipos basais, um imunomodulador, um
mesenquimal, um mesenquimal stem-like e um subtipo de recetor de androgénio luminal com
respostas terapéuticas distintas, que pode ter relevancia translacional importante.

O CMTN representa apenas 12-17% dos CM, devendo-se esta percentagem a uma alta
proporc¢ao de mortes, uma vez que é bastante agressivo. Tém uma incidéncia superior em

mulheres jovens, afro-americanas e portadoras de uma mutagao no gene BRCAI. [8, 12]

Embora a definicao exata de subtipos moleculares seja uma area de debate ativo, esses
subtipos sdo reprodutiveis em conjuntos de dados multiplos e nao relacionados, sendo que o
impacto prognostico foi validado nesses contextos. Como resultado, os ensaios clinicos sao
planeados subdividindo os pacientes pelo estado de RE, RP e HER2, para validar as alegagoes
de que as opgoes terapéuticas devem ter em conta estes subgrupos em vez da populagao de
pacientes com CM como um todo.

Em 2011, a Conferéncia Internacional do CM de St. Gallen reconheceu que o CM nao

deve ser tratado como uma Unica doenga, recomendando a definicdo de doencga por subtipo
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molecular usando um teste genético ou o status de RE, RP ou HER2 em conjunto com
marcadores de proliferagao. Esta abordagem é agora reconhecida pelo consenso internacional
como a melhor maneira de estratificar os pacientes para tratamento. [8]

A classificacao do CM em diferentes tipos bioldgicos permite a aplicagao abrangente
de um grupo de fatores progndsticos altamente valiosos. Por conseguinte, pode aumentar a
probabilidade de determinar adequadamente o grau de progressao clinica e patologica da

doenga, bem como facilitar a previsao os resultados do tratamento a longo prazo. [14]

Sendo o CM o principal cancro em mulheres, tanto em paises desenvolvidos, como em
desenvolvimento, em que a sua incidéncia continua a aumentar nos paises em desenvolvimento
devido ao aumento da esperanga média de vida, ao aumento da urbaniza¢iao e a adogao de
estilos de vida ocidentais, e uma vez que a resisténcia a quimioterapia sistémica representa um
grave problema, existe a necessidade de desenvolver novos agentes terapéuticos mais eficazes,
sobretudo para os subtipos mais agressivos. As Cxs, e em particular a Cx43, através do seu

papel celular, sao potenciais biomarcadores e alvos terapéuticos para esta forma de doenga.

3. Conexinas

A descoberta de GJ e do seu papel no fornecimento de linhas diretas de comunicagao
entre células datam mais de 50 anos, e a pesquisa sobre o porqué de células saudaveis
requererem este modo de sinalizagdo celular continua a ser de importancia critica. A
compreensao do papel das GJs na fisiologia, visa uma necessidade de nos interrogarmos acerca
da familia de proteinas vertebradas conhecida por formar canais intercelulares, as Cxs. A
multiplicidade de Cx e a variedade de combinagoes entre elas permitem um imenso espectro
de diversidade de canais, ditando a sua seletividade para milhares de pequenas moléculas que
podem atravessar duma célula para a outra. Dada a diferente expressao de Cxs em diferentes
tecidos, esta forma critica de comunicagao celular direta ocorre de uma forma especifica de
cada tecido. [15, 16]

Quase todos os tipos de células, excetuando as hemacias, alguns neuronios,
espermatozoides e células musculares esqueléticas, comunicam através de GJ. Nos
vertebrados, muitos tecidos expressam duas ou mais Cxs. [17, 18]

Até ao momento, foram identificadas 2|1 Cxs diferentes em humanos. A expressao
dessas proteinas varia entre os tipos de células. [19] A co-expressao de multiplos genes
dentro de uma Unica célula, pode afetar tanto a composi¢ao de conexoes ou hemi-canais (HC)
e canais intercelulares, como pode fornecer um mecanismo compensatorio para a perda de
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uma isoforma. [20] De todos, o subtipo de 43 kiloDaltons (kDa), Cx43, é o mais amplamente

expresso. [5]

3.1. Nomenclatura

Atualmente existem duas nomenclaturas para as Cxs. Numa delas, as Cxs sao
nomeadas de acordo com o seu Peso Molecular (PM). Elas sdao abreviadas como "Cx" seguidas
por um sufixo que indica o PM aproximado da proteina em kDa. Por exemplo, a Cx43 é uma
Cx que tem o PM de 43 kDa. Cxs diferentes com massas moleculares semelhantes sao
denotadas com um ponto decimal para distingui-las, por exemplo, Cx30 versus Cx30.3 e Cx31
versus Cx31.1. Na segunda nomenclatura, as Cxs sao designadas por GJ proteins e divididas
em subgrupos a, B, y, & e € com base na similaridade da sua sequéncia e no comprimento do
dominio citoplasmatico. Por exemplo, o gene da Cx43 humana é também designado como

Gap Junction protein alfa | (GJAl). [15, 17, 19, 21]

3.2. Estrutura

As GJs sao formadas nas superficies basolaterais de duas células com intervalo de
separacao de 2-3 nm, conectando diretamente o citoplasma de células adjacentes. Uma GJ é
composta por dois HCs. Cada conexao ou HC, por sua vez, é formada através da
oligomerizagao hexamérica de proteinas chamadas Cxs.

As Cxs sao uma familia multigénica de proteinas transmembranares, sendo a unidade
estrutural das GJs. Cada Cx é constituida por quatro hélices transmembranares hidrofobicas,
duas ansas extracelulares (AE-| e AE-2), uma ansa citoplasmatica (AC) e os terminais carboxilo
(TC) e amina (TN) localizados no lado citoplasmatico. Sendo uma familia de genes e proteinas
relativamente conservada, a principal diferenca entre as Cxs estd no comprimento e na
sequéncia do TC citosolico. As AE-1 e AE-2 siao os residuos mais conservados e sao
necessarias para uma intera¢ao adequada de ancoragem do HC a partir de duas células
adjacentes para o canal se formar. [18, 21-23]

No processo de formacio de HCs, estes podem ser homoméricos se forem
constituidos por um unico tipo de proteinas da familia, ou heteroméricos se forem
consistuidos por dois ou mais membros dessa familia. Quando os HCs de duas células opostas
se juntam para formar uma GJ, os canais podem ser homotipicos, onde ambos os HCs sao
compostos por um unico tipo de Cx, ou heterotipicos, contendo HCs compostos por mais

que um membro da familia. [15, 19, 21]
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Figura |: Representaciao esquematica da estrutura e organizagao das Cxs. Adaptado de [20]

3.3. Funcoes Biologicas

A comunicacao celular é importante para a manutengao da homeostase dos tecidos /
orgaos em organismos multicelulares. Usando esta comunicagao, as células podem sentir as
diferengas nas condigoes ambientais e responder adequadamente. Este conceito pode envolver
o envio de um sinal para as células vizinhas para gerar uma resposta coordenada, ou isolar
grupos de células do resto da comunidade para manter a integridade do tecido.

As GJs ligam o citoplasma de duas células, e num estudo foi demonstrado que estes
canais compostos por diferentes isoformas de Cx possuem propriedades distintas, variando
na estrutura, no tamanho de poro, na dependéncia da voltagem, na probabilidade de abertura
e na permeabilidade. [24]

A capacidade das Cxs funcionarem como canais aquosos, permitindo o acoplamento
elétrico e bioquimico entre as células adjacentes, fornece um meio para a troca de pequenas
substincias com PM inferior a | kDa, como ides (por exemplo, K*, Na*, Ca** e CI), primeiros
e segundos mensageiros (por exemplo, AMPc, GMPc, inositol |,4,5-trifosfato (IP3) e
prostaglandina E2) e pequenas moléculas (por exemplo, glutationa, ATP, glutamato e glicose),
num processo chamado comunicagao intercelular. Além disso, foi demonstrado que a
transferéncia de pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) entre células adjacentes através
de GJ é possivel, embora ainda nao seja claro se siRNAs sao trocados normalmente in vivo.
[17, 18, 20, 25]

Avangos substanciais tém sido feitos na compreensao do papel da comunicagao
intercelular e dos HCs na coordenagao dos eventos celulares. Nos tltimos anos, uma pandplia
de estudos demonstrou um papel das Cxs em muitos eventos fisioldgicos, incluindo a

manuten¢ao da homeostase tecidual, sincronizagao celular, diferenciagao, crescimento celular

Vasco Lopes 46



e coordenagao metabdlica de orgaos avasculares, incluindo a epiderme e o cristalino, e
vasculares, nomeadamente no coragao. [20, 26] Também pode ter um papel na difusao

autocrina ou paracrina, entre o citoplasma e o meio extracelular, quando os HCs estao ativos.

[27]

3.4. Localizacdao e tamanho

O epitélio dos ductos mamarios é composto por duas camadas de células: uma camada
interna de células luminais circundada por uma camada externa de células basais, composta
principalmente por células mioepiteliais, mas também por populagoes de células estaminais e
progenitoras. Apesar de estar bem estabelecido que a Cx43 é expressa principalmente na
camada basal, alguns estudos mostraram a expressao da mesma em células luminais.

Estudos adicionais realizados por Phillips et al. (2017) confirmaram, por coloragao
imunohistoquimica, a observagao de que a Cx43 é predominantemente expressa no
mioepitélio basal dos ductos da mama humana normal e nao maligna [19, 28], e Banerjee
(2016) concluiu que, de facto, a Cx43 localiza-se nas células mioepiteliais e € necessaria para
o bom funcionamento deste tipo de célula durante a lactagiao. [22] O padrao temporal da
expressao de Cx na glandula mamaria humana nao esta bem caracterizado devido a dificuldade
em se obter amostras normais de tecido mamario humano em diferentes estigios de
desenvolvimento. [28]

As Cxs podem formar canais nao-funcionais em areas nao opostas da membrana
celular, ou difundir-se livremente para regioes de contato célula a célula de forma a encontrar
uma Cx parceira numa célula vizinha para completar a formagao de GJ. As GJs podem ser
densamente compactadas e formar placas, nas quais existem milhares de canais organizados.
Estudos recentes sugerem que apenas uma pequena porgao (entre 10 a 20%) destes canais
estao abertos e funcionais nas placas, enquanto a maioria parece estar permanentemente
fechada. Essas observagoes correlacionam-se com um modelo que prevé que apenas os canais
recém-formados, situados na periferia da placa, sao funcionais, enquanto que as partes centrais

da placa, mais antigas, sio nao-funcionais, permanecendo fechados até serem internalizados.

[16, 20, 29]

3.5. A importancia do dominio TC
Pensa-se que o TC tenha cerca de 150 aminoacidos de comprimento (residuos 232 a
382). Isso representa 39% de toda a proteina Cx43. E rico em arginina (9 residuos), asparagina

(I'l), acido aspartico (10), prolina (13; ausente de outros dominios intracelulares) e,
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particularmente, serina (22; ausente na ansa intracelular e com apenas 2 residuos no TN
citosélico). A composicao rica em prolinas e serinas tem importantes consequéncias
fisiologicas e torna essa parte da Cx43 um potencial alvo para interagoes de proteinas que
permitem a interferéncia entre a Cx43 e proteinas citoesqueléticas e regulatorias, além de
extensas modificagoes pos-traducionais que modulam o seu trafego intracelular e a atividade
do canal juncional. Tem sido demonstrado que o dominio TC contribui para as fungoes
intracelulares, incluindo proliferagao, apoptose, migragao e transcrigao. [19, 24]

Este dominio esta envolvido na regulacao do trafego das GJs para a membrana
plasmatica, na sua abertura / fecho, desmontagem e degradagao, bem como a nivel da
comunicagao intercelular através de varias modificagoes pos-traducionais e interagoes com
outros parceiros proteicos. O dominio TC é intrinsecamente desordenado, tornando-o um
substrato ideal para a regulagao da sinalizagao intercelular, facilitando a interagao com muitos

parceiros de alta especificidade e de baixa afinidade. [18]

3.5.1. Modificacbes pos-traducao da Cx43

Varias modificagoes pos-traducao incluem a fosforilagao, ubiquitinagao, nitrosilagao,
hidroxilagao, acetilagao, metilagio e SUMOilagao da Cx43, sendo conhecidas por influenciar
direta ou indiretamente a comunicagao intercelular e, portanto, influenciando a internalizagao

de GJ e formagao de vesiculas de GJ anelares. [18]

Fosforilacao

A fosforilagao reversivel e dinamica de proteinas é considerada como um mecanismo
fundamental na regulagio de essencialmente todas as fun¢oes celulares, incluindo a
comunicagao intercelular, apesar dos mecanismos exatos permanecem incertos. A Cx43 e
muitas outras Cxs sao fosfo-proteinas e a maioria, se nao todas as etapas no seu ciclo de vida,
sao reguladas via fosforilagao / desfosforilagao por varias cinases. Os eventos de fosforilagao
de Cx43 podem ocorrer apos de |5 min de sintese e varias cinases parecem afetar a montagem
das GJs. [29, 30]

Pelo menos |9 das 26 serinas e 2 dos 6 residuos de tirosinas localizados no TC da
Cx43 sao conhecidos como sendo fosforilados in vivo que resultam na regulagao positiva ou
negativa de comunicagao intercelular. [18, 29] A fosforilagao do TC regula a comunicagao
intercelular por meio de varios mecanismos, incluindo o controlo do canal da GJ, trafego de
Cx, montagem de HCs em GJ, e a endocitose e degradagao das mesmas. [31]

Sao exemplo de fosforilagoes que inibem a comunicagao intercelular:
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O fator de crescimento epidérmico inibe rapidamente a comunicagao intercelular pela
inducao da fosforilagdo da Cx43 mediada pela proteina cinase ativada por mitogenos. Além de
modular as propriedades de propagacao dos canais GJ-Cx43, o fator de crescimento
epidérmico também pode aumentar a endocitose e a degradagao da Cx43.

A proteina-tirosina cinase Src (v-Src), assim como a sua contraparte viral, a c-Src, e a
intercelular. [24] Também foi identificado que a fosforilagao do dominio TC da Cx43 pela c-
Src inibe a interagao direta entre a B-catenina e esse mesmo dominio. [32]

A cinase | dependente de ciclina induz a fosforilagao de Cx43 durante a mitose, que
se correlaciona com a perda de comunicagao intercelular.

Niveis elevados de AMPc intracelular aumentam a comunicagao intercelular e estao
associados ao aumento da fosforilagao de varias isoformas da Cx, incluindo a Cx43. O
aumento da comunicagao intercelular induzido por AMPc é mediado pela proteina cinase A
(PKA) e envolve um aumento do trafego de Cx43 para a membrana plasmatica e reforgo da

montagem de GJ. [24, 31]

Ubiquitinagao

A ubiquitinagao da Cx43 tem sido descrita desde ha 20 anos, estando o seu papel na
sinalizacao da degradagao da Cx43 proteossomal bem estabelecido. Até ao momento, os
poucos resultados publicados indicam que multiplas mono-Ubs estao ligadas a Cxs, e muito
recentemente foi demonstrado que a Ké3-poli-ubiquitinagao também se associa a estas. Sabe-
se que a poli-ubiquitinagao ligada a Ké3 sinaliza o trafego intracelular, bem como a degradagao
endo- e fago-lisossomal. Isso sugere que a Ké3-poli-ubiquitinagao da Cx43 também pode
desempenhar um papel na internalizagao da GJ. [18]

Demonstrou-se que a Cx43 interage com as proteinas de ligacao a ubiquitina Eps|5 e
p62, que estao envolvidas na mediagao da degradagao da Cx43 pela autofagia, e ainda com a
TsglOlI, que esta envolvida na mediagao da degradagao da Cx43 através da via endo-lisossomal.

Varias ligases de ubiquitina E3 demonstraram estar envolvidas na regulagio da
degradagao da Cx43 e dos niveis de GJ. A E3 ubiquitina ligase NEDD4 liga-se ao TC da Cx43
e medeia a degradagao de Cx43 por autofagia. [24]

SUMOilagao

A Cx43 pode ser modificada pos-traducionalmente pelo “pequeno modificador

relacionado com a ubiquitina” (Small Ubiquitin-related MOdifier, SUMO). Verificou-se que todas
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as trés isoformas SUMO (SUMOI, -2 e -3) foram conjugadas com a Cx43. As lisinas proximais
da membrana nas posigoes 144 e 237, localizadas na ansa intracelular e no TC, respetivamente,
sao locais candidatos a conjugagao com o SUMO. O papel exato da SUMOlizagao na regulagao
da Cx43 permanece por esclarecer, mas esta modificacao pode estar envolvida na estabilizagao

das GJs na membrana plasmatica. [24]

3.5.2. Os parceiros da Cx43 - Interactoma
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Figura 2: Interactoma, os parceiros proteicos da Cx43. Adaptado de [21]

O TC da Cx43 interage com componentes proteicos das vias de sinalizagao mitogénica
e do sistema de controlo do ciclo celular, permitindo a Cx43 controlar o crescimento, a
diferenciagao e a migragao celular de maneiras independentes da sua capacidade de formar
canais intercelulares. Ha também evidéncias crescentes de que as interagoes de proteinas com
o TC desempenham papéis importantes na modulagao da atividade dos HCs.

A localizagao e estabilidade da Cx nas GJs sao fortemente determinadas pela interagao
direta com os microtubulos e indireta com o citoesqueleto baseado em actina via proteinas

adaptadoras, das quais ZO-| e drebrina sao as melhores conhecidas.
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Ligacao e libertacao de ZO-|

Uma fungao chave da ZO-1, pertencente a familia de proteinas de estruturagao com
multiplos dominios, conhecidas como guanilato cinases associadas a membrana, é organizar os
componentes proteicos das jungoes aderentes e liga-los ao citoesqueleto de actina cortical,
mantendo a sua integridade. A evidéncia experimental disponivel sugere que a ZO-| esta
envolvida na remodelagao dinamica das GJs da Cx43 sob condigoes fisiologicas e
fisiopatologicas.

A interagao entre Cx43 e ZO-I, que ocorre diretamente através dos ultimos 4
residuos do TC da Cx43 e o dominio de ligagao PDZ-2 da ZO-I, é regulada negativamente
pela fosforilagao de Cx43 na Ser373 dependente da Akt. Este enorme complexo proteico
protege a superficie citoplasmatica das GJs e, portanto, precisara de ser removido das mesmas
antes que outras proteinas (cinases, fosfatases, E3-ubiquitina ligase) possam ter-lhes acesso e
permitam modificagoes reguladoras subsequentes na Cx, incluindo a transformagao de GJ para

internalizacao. [18, 24, 33]

Drebrina

A drebrina, proteina de ligagao a actina, foi recentemente identificada como um
parceiro de interagao direta com a Cx43 e o seu knockdown resulta num aumento da
degradacao de Cx43 e perda de GJ funcionais, sugerindo que esta proteina desempenha um
papel na manutenc¢ao de GJ num estado funcional na membrana plasmatica. [24]

Os residuos K259-T275, S282-N295 e N302-R319 da Cx43 interagem com drebrina,
ajudando a Cx43 a interagir diretamente com a F-actina, estabilizando-a para favorecer a
comunicagao intercelular. [18]

A Src fosforila o residuo Y265 do TC da Cx43, inibindo a interagao desta com a
drebrina. A deplegao de drebrina resulta em comunicagao intercelular prejudicada, visando

também a degradagao de Cx43. [32]

O TC da Cx43 também interage com reguladores do crescimento, de diferenciagao e

migragao celular, tais como:

B-catenina
Uma proteina que foi identificada por modular tanto a expressao da Cx43, como a

comunicagao intercelular, é a B-catenina. Esta proteina é um transdutor de sinal intracelular

na cascata de transducao de sinalizagao Wnt canodnica, que esta envolvida na regulagao e
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coordenacao da adesao célula-célula e transcrigao génica. Foi identificado que, em resposta a
sinalizagao Whnt, a B-catenina interage com o gene Gap Junction protein alfa | da Cx43. [32]

A interacao B-catenina ocorre nos residuos semelhantes aqueles que interagem com a
drebrina. Uma semelhanga destas proteinas é que ambas ajudam a Cx43 a interagir
indiretamente com a F-actina, estabilizando as GJs para favorecer a comunicagao intercelular.
[18]

Em células epiteliais normais, a B-catenina associa-se a membrana celular com a
molécula de adesao E-caderina (fenotipo epitelial), enquanto que qualquer p-catenina
citoplasmatica livre é fosforilada e direcionada para a degradagcao dependente de ubiquitinagao,
impedindo assim que atinja o nucleo, onde geralmente promove proliferagao celular,
angiogénese, invasao, motilidade, diferenciagao e renovagao de células estaminais. Quando
existe B-catenina em excesso, esta € translocada para o nucleo, onde atua como coativador
transcricional de diversos genes alvo, como os fatores de transcrigao potenciadores de células
T e linfoide, e genes de transicao epitelial-mesenquimal, ocorrendo este tipo de transicao
nestas células (fenotipo mesenquimal). Esta transicao esta envolvida na progressao tumoral e
formacao de metastase. De facto, CM malignos e invasivos estdo associados a uma sobre-
expressao de B-catenina, onde uma sobre-expressao de Cx43 desloca a B-catenina para fora

do nucleo, translocando-a para a membrana favorecendo a transicao mesenquimal-epitelial.

[1, 34]

CCN3 (NOV)

A proteina CCN3 (NQOV), pertencente a uma familia de proteinas multimodulares
envolvidas em diversas fungoes celulares, incluindo adesao celular, migragao e proliferagao,
interage com o TC da Cx43 e localiza-se nas GJs. No entanto, o(s) local(is) especifico(s) de
interacao entre as duas proteinas permanece(m) por determinar. Além de interagir
diretamente com CCN3, a Cx43 aumenta a expressao da mesma, seja promovendo a sua

transcrigao ou tradugao, ou impedindo a sua degradagao. [24]

B-tubulina

A demonstragao de que a Src fosforila residuos Y247 e Y265 da Cx43 permitiu
descobertas subsequentes de que o residuo Y247 inibe a interagao da Cx43 com a B-tubulina.
Na placa das GJs, a inibicao da interagao B-tubulina pode ser um mecanismo envolvido no
processo de desmontagem. Se esta inibicao ocorrer apos a formagao de Cxs na rede trans-

Golgi, estas podem ser reencaminhadas para degradagao ou para a membrana lateral. [32]
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Proteinas 14-3-3

Evidéncias crescentes sugerem que as proteinas 14-3-3 regem a coordenagao da
sintese de novo das Cx43 para a membrana plasmatica. Estas proteinas constituem uma familia
de sete isoformas que desempenham papéis importantes na regulagdo do crescimento e
desenvolvimento celular, e estao frequentemente desreguladas em estados de doenga humana,
incluindo o cancro. O TC da Cx43 interage com as proteinas 14-3-3 através de um motivo de
ligagao-14-3-3 consenso (370RASpSRPR376). Essa interagao requer a fosforilagao de Ser373
no TC da Cx43, um conhecido local de fosforilagao de Akt (PKB), levantando a possibilidade
de que a Akt promove a interagao entre a Cx43 e 14-3-3 in vivo. Por este motivo de ligagao
estar ausente noutras isoformas de Cx, a proteina 14-3-3 pode ter fungdes especificas de
Cx43. Os papéis precisos das proteinas 14-3-3 na regulagao da Cx43 nao sao claros, mas
podem estar envolvidos na mediagao da saida da Cx43 do Reticulo Endoplasmatico, facilitando
a reticulagao dos monomeros da Cx43 dentro de um HC, ou promovendo o trafego da Cx43

a partir da rede trans-Golgi para a membrana plasmatica. [24, 32]

Proto-oncogene proteina-tirosina cinase Src (c-Src)

Como descrito anteriormente, a c-Src interage com a Cx43, fosforilando-a na Tyr247
e -265, o que esta associado a redugao da comunicagao intercelular e ao aumento da

degradacao da Cx43. [24]

Hsc70

O TC da Cx43 interage diretamente com a chaperona molecular 70 de choque térmico
(Hsc70). A Hsc70 é encontrada no ntcleo e no citoplasma, onde regula a maturagao e a fungao
das proteinas. A Hsc70 pode colocalizar-se com a Cx43 no citoplasma e a interagao destas

pode estar envolvida na mediagao dos efeitos da Cx43 na progressao do ciclo celular. [24]

Bax

A Cx43 liga-se a Bax através do seu TC, incluindo quando é expressa como um
fragmento independente. Mais estudos sao necessarios para determinar se a Bax se liga a Cx43
de forma direta ou indireta. Em células de cancro pancreatico, a interagao entre Cx43 e Bax

parece estar envolvida na ativagao da via apoptotica mitocondrial induzida pela Cx43. [24]

Evidéncias sugerem que a comunicagao intercelular direcionada pela Cx43 é critica

para a fungao celular normal, pois desempenha um papel importante no desenvolvimento,
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diferenciagao e funcionamento adequado das glandulas mamarias de vertebrados em diferentes
estadios de crescimento, da pés-puberdade a pos-gravidez, e a perda desse recurso promove
transformagao maligna de células epiteliais mamarias. Estudos forneceram informagoes
interessantes, porém precoces, sugerindo que a Cx43 desempenha um papel importante na

proliferagao, diferenciacao e migracao celular no CM. [22, 26, 35, 36]

4.Cx43 e CM

As moléculas de adesao célula-célula sao altamente reguladas durante o
desenvolvimento e diferenciacao, e a sua rutura esta associada a varias doencas. No cancro,
as moléculas juncionais encontram-se geralmente mutadas, sub-reguladas ou deslocalizadas.
[37] Os CM sao heterogéneos e geneticamente diversos, e a falta de reconhecimento dessa
heterogeneidade molecular pode explicar os resultados conflituosos da literatura, nao apenas
para o gene da Cx43, mas também para outros supressores tumorais ou oncogenes. [38]

Estudos sugerem que a expressio da Cx43 é elevada durante os estadios de
desenvolvimento da glandula mamaria, quando as células sao mais plasticas, inclusive durante
a puberdade, inicio da gravidez e involugao precoce dos ductos mamarios. A expressao de
Cx43 ¢ subsequentemente sub-regulada durante a gestacdo média, seguida pelo aumento da
fosforilagao da Cx levando ao inicio da lactacao. [39, 40]

Foi sugerido que a funcao da Cx43 poderia depender do subtipo tumoral ou evoluir
com o estadio do tumor. Busby et al. (2018) investigou se o nivel de mMRNA da Cx43 estava
diretamente ligado aos subtipos tumorais e consistente com a expressao especifica de subtipos
da Cx43, os CM positivos para o RE ou RP tiveram uma expressao significativamente mais
elevada de mRNA em comparagao com tumores negativos para esses recetores. O gene da
Cx43 também é expresso em niveis mais baixos na presenga do subtipo HER2-positivo, tendo
niveis mais baixos de mRNA. O papel das Cxs na progressao do TNBC, o subgrupo mais
agressivo do CM, ainda é controverso. A analise de dados de microarrays de grandes grupos
de tumores primarios sugeriu que os niveis de mRNA da Cx43 estao diminuidos num
subconjunto de tumores durante a carcinogénese precoce (estadio 0), e que ocorre a re-
expressao do gene, originando niveis mais altos de mMRNA em tumores de estadio I. [38, 41,
42]

O paradigma de que as Cxs e a comunicagao intercelular tém um beneficio universal,
restringindo o crescimento tumoral, tem sido contestado por evidéncias mais recentes que
sugerem um papel das Cxs em facilitar a progressao tumoral e metastizagao do CM. [43, 44]
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4.1. Cx43 e progressao tumoral do CM

Enquanto a Cx43 é geralmente sub-regulada em CM primarios, essa mesma Cx é
sobre-regulada durante os estadios posteriores. Evidéncias acumuladas sugerem que durante
os estadios tumorigénicos iniciais, a sub-regulagao das GJs pode contribuir para o
descolamento, proliferacao e intravasamento de células tumorais, € que a expressao e reuniao
de GJ durante estadios metastaticos posteriores podem facilitar o extravasamento e a
formacao de tumores secundarios, através da transicao epitelial-mesenquimal, angiogenese e

metastases em varios tipos tumorais. [2, 37]

4.1.1. Sub-expressao da Cx43

Estudos funcionais e de expressao identificaram que a regulagao negativa da Cx43 e a
perda simultanea de comunicagao intercelular nas células tumorais esta associada ao aumento
da heterogeneidade celular e a rutura da homeostase que caracteriza o tecido normal e
saudavel, podendo estar envolvida no desenvolvimento e progressao tumoral. Além disso, a
perda de comunicagao intercelular também pode apoiar a carcinogénese, impedindo a
por meio do efeito bystander, um mecanismo em que um sinal citotoxico é transferido das
células-alvo para as células vizinhas. [35, 37, 40]

Jiang et al. (2016) concluiu que a perda da expressio de Cx43 foi associada a
marcadores de mau prognostico, a saber, o elevado tamanho tumoral, o alto estadio, alto
status de proliferagio, alto pleomorfismo, ciclo mitético mais rapido e pobre indice
Prognostico de Nottingham. Assim sendo, os tumores mais agressivos apresentam baixa ou
nenhuma expressao de Cx43. [42]

A ativagao de promotores tumorais, tais como as vias PKC, ERbB2, EGF e / ou Sr,
pode contribuir para a perda reversivel de Cxs e comunicagao intercelular no CM humano.
No entanto, apesar da evidéncia de que a perda de comunicagao intercelular mediada por
Cx43 é devida a uma redugiao nos niveis da proteina e do seu RNA, varios estudos
relacionaram a redugiao de comunicagao intercelular a deficiéncias no trafego de Cx43 para a

membrana, resultando numa localizagao aberrante de Cx43 no citoplasma. [35]
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4.1.2. Sobre-expressao da Cx43

A partir da andlise da expressao de mRNA da Cx43 in silico num estudo realizado por
Teleki et al. (2014), a sobre-expressao de mRNA da Cx43 foi associada a uma reduzida
sobrevida global e livre de recidiva no grupo de doentes RE-negativos, melhor sobrevida livre
de recidiva em tumores RE-positivos e linfonodais-positivos, e ainda em tumores RE-positivos
tratados endocrinamente, e também a uma sobrevida livre de metastases significativamente
superior em pacientes RE-positivos submetidos a terapia hormonal e com cancro de grau 2.
[19, 30]

Num estudo realizado por Kazan et al. (2019), murganhos injetados com células MDA-
MB-231 (linha celular de CM agressivo) com Cx43 sobre-regulada tiveram um inicio do tumor
primario atrasado, menor volume tumoral primario e maior sobrevida global. Estes dados
coincidem com o fenotipo menos invasivo, mais epitelial, acompanhado por genes de transicao
mesenquimal-epitelial regulados positivamente, observados in vitro. [ 1, 45]

Nos estadios iniciais de malignidade, parece provavel que as células cancerigenas
mantenham a capacidade de comunicarem através das GJ, caso um sinal como a sobre-
expressaio de Cx43 for fornecido para facilitar a formagiao dessas GJs. Contudo, foi
demonstrado que a medida que a célula cancerigena desenvolve resisténcia aos agentes
quimioterapicos, mecanismos adicionais surgem para inibir completamente a comunicagao
intercelular, tendo como exemplo a deslocalizagao da Cx43. [46]

Niveis de expressio nao refletem necessariamente a fungao da proteina,
particularmente se a expressao da proteina estiver aumentada. A localizagao da Cx43 também
pode ser informativa ao tentar determinar se a comunicagao intercelular esta comprometida,
sendo que a localizagao citoplasmatica da Cx43 sugere perda de GJ em CM invasivos.

Um estudo recente de Phillips et al. (2017) [19] aludiu a ideia de que a Cx43 torna-se
mais citoplasmica em tumores com niveis elevados de proliferagao, sugerindo um fendtipo
mais invasivo. Outros estudos confirmam a observagao de que a Cx43 é predominantemente
citoplasmica no CM, o que provavelmente se correlaciona com a invasividade, bem como uma
perda de comunicagao intercelular. Ainda neste estudo, a sobre-expressio de Cx43 na
membrana e no citoplasma proporcionou uma melhor sobrevida que unicamente na
membrana, que foi melhor que a auséncia de expressao. Isso pode sugerir que, 2 medida que
o tumor progride, primeiro desregula a Cx43 para o citoplasma, e que perde a expressao de

Cx43 na membrana antes de perdé-la completamente. [47]
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4.2. Cx43 e Metastizacao do CM

Os CM estao entre os cancros mais comuns que metastizam para o cérebro, figado,
pulmao e ossos. [48] A formagao de metastases requer evasao de células cancerigenas, que
estao em divisao celular descontrolada no local do tumor primario, a invasao local,
intravasamento nos vasos sanguineos e linfaticos, extravasamento em locais distantes e
formacao de depdsitos metastaticos que se desenvolverao como lesoes metastaticas. [27, 49]

A metastase depende das interagoes célula-célula e célula-matriz, angiogenese, da
transicao epitelial-mesenquimal e fatores soluveis, como o fator de crescimento endotelial
vascular, secretado pelas células cancerigenas. [1] E um processo complexo que envolve nio
sO a migracao da célula tumoral, como também a interagao da célula tumoral com o ambiente
extracelular, deixando espago para muitos potenciais papéis que a Cx43 e a comunicagao
intercelular possam desempenhar durante o processo metastatico. [45]

Muitos estudos defendem que a perda de GJ contribui para permitir que as células se
separem fisicamente, levando a invasao e a progressao da doenga metastatica. No entanto, ha
relatérios que indicam que a Cx43 é sobre-regulada em lesdes metastaticas estabelecidas no
CM, que podem ou nao coincidir com a restauragao da comunicagao intercelular, sugerindo
que as Cxs podem desempenhar papéis em etapas metastaticas tardias envolvendo o
extravasamento e colonizagao tecidual. Além disso, durante a progressio do cancro a
expressao da Cx43 mostrou mudar para os compartimentos do estroma (como por exemplo
células endoteliais), sugerindo que a Cx43 pode regular a metastizacao do cancro através de
interagoes entre células tumorais epiteliais e endoteliais. [19, 44, 50]

Embora alguns consensos tenham sido alcangados para o papel da Cx43 em tumores

primarios de CM, o seu papel exato na metastizagao permanece indefinido. [19]
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Figura 3: Papel das GJs no desenvolvimento e progressao do CM. (2) Na glandula mamaria normal,
as células epiteliais e mioepiteliais mantém a comunicagao intercelular através das GJs. (b) Durante
progressao do CM no local primario, sao observados baixos niveis de Cxs e perda de comunicagao
intercelular. (c) A medida que o tumor progride, as células tumorais recuperam a expressio das Cxs
e mantém uma comunicagao intercelular com a barreira endotelial, induzindo extravasamento e
adesdo ao local metastatico. Adaptado de [17]

4.2.1. Sobre-expressao da Cx43

Uma expressao forgada de Cx43, apos transfecao de cDNA de Cx43 humano, diminuiu
o crescimento deste tipo de células, diminuiu a expressio de N-caderina, que esta
frequentemente associada a um fenotipo agressivo, diminui o nimero de metastases e
aumentou a sua sensibilidade a apoptose. Estes resultados sugerem que a expressao de Cx43
em células de CM diminui o seu potencial metastatico através de um mecanismo independente
da comunicacao intercelular, estando este relacionado a expressao de N-caderina e apoptose.
A N-caderina esta envolvida no aumento da motilidade, invasao e metastases de células de
CM e, portanto, a diminuicao da expressao de N-caderina em células MDA-MB-435 com
sobre-expressao de Cx43 pode contribuir para diminuicao da metastizagao in vivo. [51, 52]

In vivo, em murganhos xenoenxertados com células de CM MDA-MB-231, a sobre-
expressao de Cx43 diminuiu o volume do tumor, atenuou a metastase de células para os
pulmoes e figado e aumentou a sobrevida global dos mesmos. Coletivamente, a sobre-
expressao de Cx43 induziu o sequestro de B-catenina na membrana celular e um fenotipo
epitelial, suprimindo o crescimento tumoral e metastases para 6rgaos secundarios in vivo. Um
estudo reportou o dominio de um fenotipo epitelial apos a sobre-expressao de Cx43, que

promoveu a expressao dos marcadores epiteliais E-caderina e ZO-I. [, 49]
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4.2.2. Knockdown da Cx43

Em contraste, o knockdown de Cx43 em células MDA-MB-231 induziu um fenotipo
mesenquimal com aumento da invasao celular, levando a um fenétipo metastatico aumentado.
Isto levou a investigagao da expressao do marcador transigao epitelial-mesenquimal. De facto,
a sub-regulacao da Cx43 resultou na expressao do marcador mesenquimal N-caderina. Assim
sendo, a troca de E-caderina para N-caderina em Cx43-knocking-down confirma as observagoes
morfologicas e estabelece o papel de Cx43 na transicao epitelial-mesenquimal de células MDA-
MB-231. O aumento desta transicao e o aumento da expressao de marcadores mesenquimais,
como a N-caderina, estao entao correlacionados com o aumento da invasividade celular. Além
disso, o knockdown de Cx43 também foi associado a ativagao da via de sinalizagao Wnt / f3-
catenina, que é conhecida por ter um papel central na biologia do cancro. Efetivamente, o

bloqueio da sinalizagao Wnt / B suprime a metastizagao do CM. [1, 49]

Assim, a manutencao da atividade da Cx43 nas GJs, preservando a comunicagao
intercelular, podera ter o potencial de atenuar a transformagao maligna, progressao tumoral
e metastizagao do CM, fornecendo uma importante distingao entre células epiteliais mamarias
normais e malignas. [19, 44, 53]

Embora o papel da Cx43 no inicio do cancro e nos estadios posteriores da
tumorigénese nem sempre seja claro, estudos direcionados para avaliar os estadios exatos do
processo metastatico no sentido de aprofundar a compreensio do papel da Cx43 na
progressao do CM sao necessarios, sendo importante reconhecer que o CM é causado por
processos biologicos complexos envolvendo mutagoes em multiplos genes e que estas
observagoes contraditorias provavelmente representam diferengas nas abordagens
experimentais, na heterogeneidade celular dos tumores, nos papéis sobrepostos de outros
membros da familia de Cxs cuja expressao pode variar dependendo do modelo experimental,
e da complexidade do processo metastatico. [49, 54-56]

Idealmente, a avaliagao dos subtipos individuais do CM (por exemplo, RE-positivo,
HER2-positivo e triplo-negativo) é necessaria para obter uma visao clara do papel da Cx43 na
progressao do CM, uma vez que este varia consoante o subtipo. Podemos obter conhecimento
adicional a medida que se forem identificando as fungoes de GJ e HCs heterotipicos, bem

como fungoes da Cx43 nao relacionadas com GJ. [41]
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O restauro da rede de GJ entre células tumorais tem o potencial de suprimir a
migragao, invasao e metastase de células de CM e possivelmente outras células tumorigénicas,

inspirando assim interesse significativo nas GJs como novos alvos terapéuticos. [50, 54, 55]

5. Estratégias terapéuticas

Devido a expressao diferencial e fungoes das Cxs em varios estadios da carcinogénese
mamaria, varias estratégias terapéuticas foram desenvolvidas para modular a expressao de Cxs
ou das GJs, a fim de exercer efeitos anti-tumorais relevantes. Como discutido anteriormente,
foi demonstrado que a sobre- ou re-expressao de Cxs, restaurando a rede de GJ, exerce
atividades anti-tumorais em células mamarias cancerigenas [22], suprimindo ainda a migragao,
invasao e metastase dessas células e possivelmente outras, inspirando significativo interesse
em utilizar GJ como novos alvos terapéuticos. [50]

Infelizmente, o desenvolvimento e avaliagao de intervengoes terapéuticas que visam a
Cx43 em CM ¢ complicado devido a evidéncia de que as Cxs podem ter papéis diferenciais e

dindmicos durante a disseminagao de células tumorais. [35, 44]

5.1. Abordagens terapéuticas que exploram a fun¢ao Cx43

Foram realizadas tentativas para alterar a fungao das Cx, com o intuito de inibir o
crescimento tumoral. As abordagens terapéuticas incluem péptidos miméticos da Cx43,
inibidores da Cx43, agentes quimicos capazes de melhorar a fun¢ao da Cx43 e nano-
transportadores revestidos com antigénios direcionados para a Cx43.

Esforcos para modular terapeuticamente a Cx43 centram-se em torno de farmacos
que através da alteragao da dinamica membranar, tém como alvo indireto a Cx43, ou pela
inibicao direta da atividade da GJ da Cx43. Como nas fases iniciais do desenvolvimento do CM
é preferivel restaurar em vez de inibir a comunicacao intercelular da Cx43, sao necessarios
agentes que restaurem esta forma de comunicagao celular. [19]

Desde a descoberta precoce do acido 18-a-glicirretinico, um inibidor reversivel da
comunicagao intercelular, os avangos tecnologicos trouxeram varias terapéuticas adicionais,
como por exemplo, moduladores epigenéticos, anticorpos, peptideos, RNA antissenso,

miRNAs e CRISPR-Cas9 para inibir as fungoes de comunicagao intercelular das Cxs. [21]
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5.1.1. Potenciais estratégias terapéuticas e a sub-expressao da Cx43

Durante os estadios tumorigénicos iniciais, a sub-regulagao das GJs pode contribuir
para o descolamento, proliferacio e intravasamento de células tumorais. As células
cancerigenas dependem de G] para trocar ides, metabolitos, solutos e mensageiros
secundarios, que sao necessarios para a sobrevivéncia celular. O bloqueio dessas GJs impede
a comunicacao intercelular e, consequentemente, a transferéncia de compostos essenciais as

células, levando a apoptose celular.

5.1.1.1. Carbenoxolona

A cabenoxolona é um dos derivados do acido glicirretinico mais conhecidos e, até ha
alguns anos atras, foi o bloqueador da comunicagao intercelular mais utilizado, apesar de nao
se conhecer o mecanismo de agao exato.

Num estudo, a adi¢ao do inibidor de GJ da Cx43 levou os autores a descobrirem que
a terapia combinada com etopoésido induziu apoptose através da interrupgao da interagao
célula-célula, aumentando a morte celular de glioma e sobrevivéncia dos murganhos tratados
em 27%. [18, 53] Assim, podiamos transpor este estudo para linhas celulares de CM, de

forma a obter pistas para um possivel farmaco para o tratamento do CM.

5.1.1.2. Gap26, Gap27, Gapl9 e L2

O frequentemente usado undecapeptideo Gap27 possui homologia de sequéncia com
uma sequéncia na AE2 de diferentes subtipos de Cx, incluindo Cx43, Cx37 e Cx40.
Simultaneamente, foi desenhado outro peptideo, chamado Gap26, com uma sequéncia
homologa para a AEl de Cx43 e outras Cxs.

A principal hipotese sobre o seu modo de agao baseia-se atualmente na interferéncia
desses peptideos com o encaixe HC-HC, por impedimento estérico. Além disso, foi também
sugerido que eles poderiam também interromper as interagoes HC-HC existentes, embora
essa hipotese pareca menos provavel, ja que a formagao de GJ resulta numa ligagao muito
apertada. Os peptideos conseguem também interferir com a comunicagao intercelular ou
induzir mudangas conformacionais, que podem estar associadas a diminuicao da montagem de
HCs ou ao acoplamento de HCs num canal juncional. [18, 57, 58]

Apos estimulo elétrico ou quimico, para ocorrer a abertura do HC, tem que ser
estabelecida uma ligacao entre o dominio TC e AC da Cx. Os peptideos L2, composto por

26 aminoacidos, e Gapl9, composto por 9 aminoacidos, sdo idénticos a uma sequéncia
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localizada na AC da Cx43. Estes ligam-se ao dominio TC da Cx43, impedindo assim a interagao
TC-AC. Posto isto, os peptideos Gapl9 e L2 mantém os HCs num estado fechado, impedindo
a sua abertura e subsequente a comunicacao intercelular. As porgoes intracelulares da Cx43
com as quais estes compostos interagem sao muito diferentes entre os diferentes isotipos,
tornando os efeitos noutras Cxs menos provaveis, apesar de nao poderem ser excluidos. Além
disso, a semi-vida e a estabilidade destes peptideos miméticos devem ser determinadas e

aumentadas, de forma a avaliar a dose e o periodo de tempo em que estes serao eficazes.

[18]

Gap2g
/GB35

Stabilized closed Closed

Figura 4: Inibidores peptidicos e o seu efeito no estado dos HCs. Inibicao da interagao TC-AC
pelos peptideos L2 e Gap19, e o impedimento estérico do undecapeptideo Gap26 e Gap27 no
encaixe HC-HC. Adaptado de [18]

5.1.1.3. 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina - TCDD

A 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), um composto organoclorado, é um
poluente ambiental altamente persistente e conhecido como carcinogéneo humano, que
demonstrou alterar a diferenciagao da glandula mamaria e aumentar a suscetibilidade ao CM
num modelo de CM em murganhos, tendo um possivel papel potencial na regulagio da
comunicagao intercelular. No entanto, o efeito do TCDD na comunicagao intercelular em
linhagens de células da mama humanas nao foi estabelecido.

Foi demonstrado que em células MCF-7 a TCDD diminui a atividade da proteina Cx43
e das GJs, e consequentemente a comunicagao intercelular, através da fosforilagao da Cx43
por meio da via de sinalizagao PKCa, e que em células epiteliais mamarias humanas leva a
mudanca nas placas de Cx43 em diregao a membrana perinuclear, afetando a localizagao da

Cx43. Isto tem a consequéncia de diminuir a a comunicagao intercelular. [22, 59]
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No entanto, dada a toxicidade e potencial carcinogénico deste composto, a sua
utilizagao terapéutica na modulacao da atividade da Cx43 nao é exequivel, sendo necessario
identificar compostos menos tdxicos e nao carcinogénicos para que esta abordagem possa ser

util no tratamento do CM.

5.1.1.4. Envolvimento do RE na expressiao da Cx43

Evidéncias demonstraram que a expressao, modificagao, estabilidade e localizagao de
Cxs podem ser alvos de recetores de hormonas nucleares por mecanismos transcricionais e
nao transcricionais. Numerosos estudos celulares e in vivo tém mostrado que ambos os
subtipos de RE (REa e REB) sao reguladores criticos da comunicagao intercelular nos érgaos
reprodutores. O significado biologico da regulagao estrogénica de GJ esta ligado aos profundos
papéis destas hormonas esteroides na proliferacao, desenvolvimento e diferenciagao do tecido

mamario. [2]

5.1.1.4.1. 1 7B-estradiol
Foi relatado que o |7B-estradiol aumenta a comunicagao intercelular via Cx através da

via REa / B-catenina. [2]

5.1.1.4.2. Fulvestrant

O Fulvestrant, um antagonista seletivo dos RE, exerce a sua fun¢ao principalmente
através da inducao da degradagao dos RE. [2, 60]

O grupo de Yeh et al. (2018), de modo a correlacionar a expressao de RE e Cx43,
observou que o fulvestrant reduziu a expressao de Cx43 em linhas celulares de CM RE-
positivas, mas nao em linhas triplamente negativas. Além disso, demonstrou que o fulvestrant
diminuiu a expressao das proteinas de ambos os subtipos de RE e Cx43 de uma maneira
dependente da dose em varias linhas celulares de CM.

Estudos recentes mostraram que a ubiquitinagao esta envolvida na degradagao da Cx43
mediada pela ligase proto-oncogénica E3 Nedd4, levando a internalizagao e degradagao da
Cx43. O antagonismo dos RE pelo fulvestrant aumentou a ligagao da ligase E3 Nedd4 a Cx43,
levando ao aumento da sua ubiquitinagao, resultando consequentemente na redugao dos seus

niveis celulares. [2]
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5.1.1.4.3. Tamoxifeno

O tamoxifeno, um agonista parcial dos RE, surgiu como o primeiro agente anti-
estrogénico clinicamente aplicavel ao CM. No entanto, a resisténcia ao tamoxifeno tornou-se
uma grande preocupagao para o tratamento do CM.

Pensa-se que os efeitos antitumorais do tamoxifeno sao devidos a sua actividade anti-
estrogénica, mediada pela inibicao competitiva da ligagdo do estrogénio aos RE, com
subsequente ativagao da apoptose. A inibicao da expressao de genes regulados por estrogénios
provoca uma diminuigao no crescimento e proliferacao celular.

O grupo de Yeh et al. (2018) conduziu um estudo em que foi concluido que o
tamoxifeno leva a uma sub-expressao de Cx43, e que esta é regulada de uma maneira dose- e
tempo-dependente do 4-OH-tamoxifeno. Demonstrou ainda que o tamoxifeno induziu a
internalizacdo e degradagao da Cx43 pelo sistema ubiquitina-proteassoma mediada por
Nedd4. Estes resultados permitem concluir que o tamoxifenos leva a diminuicao da

comunicagao intercelular e, posteriormente, da proliferacao celular. [2, 44]

5.1.1.4.4. Anastrozol e letrozol
A inibicao da sintese de estradiol pelo anastrozol e pelo letrozol diminuiu de um modo

dependente da dose a expressao de Cx43 em duas linhas celulares RE-positivas. [2]

Em conjunto, estes resultados demonstraram que a inibigao da sinalizacao de RE, por
ablagao de estrogénio ou antagonismo do seu recetor, resultou na diminuicao da expressao
de Cx43, sugerindo que os estrogénios e seus recetores estao envolvidos na regulacio da

expressao de Cx43 em células de CM RE-positivas. [2]

5.1.1.5. MicroRNAs (miRNA)

Os miRNAs sao um dos maiores grupos de fatores reguladores pos-transcricionais,
cujas 2—8 bases no terminal 5 podem ligar-se a regiao 3’ nao traduzida do mRNA alvo,
induzindo a sua degradacao e impedindo a tradugao, com a consequente redugao da sintese
proteica. Uma variedade de miRNAs desempenha um papel importante na regulagao da

proliferacao celular, angiogénese, invasao e metastizagao do CM. [61, 62]

5.1.1.5.1. miR-206
O primeiro miRNA descoberto associado ao CM foi o miR-206. Uma redugao

significativa dos niveis de miR-206 ocorre nos tecidos de CM, estando estes intimamente
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associados com um estadio clinico avancado e menor sobrevida global. Os pacientes com
sobre-expressao de miR-206 tém um atraso notavel no desenvolvimento de metastases e uma
sobrevida livre mais longa das mesmas em comparagao com aqueles com sub-expressao de
miR-206.

A expressao do miR-206 é reduzida no CM humano RE-positivo, e a transfec¢ao do
miR-206 para células MDA-MB-231 de CM humano pode inibir o seu crescimento. Foi
reconhecido que, como fator de regulagao pos-transcricional, o miR-206 pode regular a
progressao e metastizagao do CM, apesar do seu gene alvo ainda nao ser conhecido. [62, 63]

Num estudo conduzido por Lin et al. (2016), foram transfectados para linhas celulares
de cancro da mama lentivirus para silenciar e para sobre-expressar miR-206, tendo-se
observado que a diminuigao da expressao de miR-206 se correlacionava com o aumento do
mRNA e proteina da Cx43, assim como com a proliferagao, migragao e capacidade de invasao
das células, enquanto que o aumento da sua expressao teve os efeitos opostos. [62]

Em resumo, a sobre-regulagao do miR-206 suprime a proliferagao de células de CM e
a sua metastizagao, bloqueando a expressao de Cx43. Estes dados experimentais podem
fornecer uma estratégia para direcionar a interagao miR-206 / Cx43 numa nova aplicagao

terapéutica para tratar doentes com CM.

5.1.1.5.2. miR-1 e miR-200a

Outros miRNAs tém sido associados a expressio de Cx43 e a regulagao do CM,
nomeadamente miR-1, miR-200a, miR-381, miR-23a/b e miR-186 que foram identificados
como novos supressores da Cx43 em células de CM. [22] Além disso, foram observados
niveis notavelmente diminuidos de miR-1 e miR-200a, bem como o aumento da expressao de
mMRNA de Cx43, em metastases de CM metastatico, em comparagao com os tecidos primarios
de cancro. Estas descobertas indicaram que o eixo miR-1/Cx43 ou miR-200a/Cx43 podem ser

alvos promissores para o diagnostico e terapéutica do CM metastatico. [61]

5.1.2. Potenciais estratégias terapéuticas e a sobre-expressao da Cx43

A expressao e reuniao de GJ durante estadios metastaticos posteriores podem facilitar
o extravasamento e a formagao de tumores secundarios. A partir do efeito bystander, o
aumento no numero ou tamanho de GJ resultam numa maior difusao de agentes citotoxicos,

sensibilizagao a quimioterapicos e amplificagao da resposta terapéutica dos mesmos.
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5.1.2.1. Péptido mimético da Cx43 - aCTI

aCT I, um farmaco peptidico Unico com 25 aminoacidos que imita o dominio de ligagao
da Cx43 ao dominio PDZ2 da ZO-1, interferindo na interagao destes e assim redirecionando
os HCs de Cx43 desacoplados para as placas de GJ, aumentando o seu tamanho, sem afetar
os niveis de proteina Cx43. [18, 22, 44]

Num estudo conduzido por Grek et al. (2015), os resultados mostram que a modulagao
da sinalizacao de Cx43 com aCTI| aumenta efetivamente a comunicagiao intercelular em
células de CM, aumentando a citotoxicidade induzida pelo tamoxifeno na linha celular MCF-7
e do lapatinib na linha BT474. Estes resultados demonstram que a modulagao da atividade das
GJs e a distribuicao intercelular do aCT | através do efeito bystander prejudicam a proliferagao
ou a sobrevivéncia das células do CM, destacando o aCT| como um potencial agente
terapéutico no tratamento do CM. [44]

Curiosamente, o aCT| é o primeiro peptideo mimético de Cx a entrar em estudos

clinicos de Fase lll, mas no contexto do tratamento da Ulcera do pé diabético. [18]

5.1.2.2. Cisplatina

Estudos recentes sugeriram que a toxicidade da cisplatina pode ser também mediada
pela comunicagao intercelular funcional.

Evidéncias demonstram que a reducao da expressao da Cx43 parece estar associada
ao aumento da resisténcia a cisplatina, tendo este facto gerado interesse na possibilidade de
se utilizar um intensificador de comunicagao intercelular para aumentar a eficacia da cisplatina,
ja tendo alguns resultados pré-clinicos promissores. [64]

Num estudo de Arora et al. (2018) foi demonstrado que o tratamento com cisplatina
poderia levar a citotoxicidade em células vizinhas, nao tratadas, através de GJ. Nas experiéncias
em que ha bloqueio da comunicagao intercelular ou das GJs, farmacologicamente ou por sub-
regulacao da transcricao de Cx43, respetivamente, demostrou-se que o efeito bystander é
dependente do nivel de comunicagao intercelular, exibindo-se este efeito mesmo em baixos
niveis da mesma. A Cx43 fosforilada pela Src ativada diminuiu a comunicagao intercelular e
aumentou a sobrevida na presenga de cisplatina. O aumento farmacolodgico da expressao de
comunicagao intercelular ou Cx43 seria um alvo ideal para aumentar a eficacia da cisplatina
em doentes, aumentando o efeito bystander, aumentando assim o impacto clinico do

tratamento com cisplatina.
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Estes dados sugerem que a funcionalidade de comunicagao intercelular poderia ser util
como uma nova estratégia para influenciar, positivamente, a quimioterapia com cisplatina e

outros agentes. [64]

5.1.2.3. Quinolonas substituidas

Foi testada a eficicia de quinolinas substituidas, como a PQI [6-methoxy-8-[(3-
aminopropyl)amino]-4-methyl-5-(3-trifluoromethylphenyloxy)quinoline],  conhecidas  por
serem ativadoras de GJ, em combinagdo com o tamoxifeno, numa linha celular de CM. O
tratamento combinado mostrou uma diminuigao significativa na viabilidade celular em
comparagao com o tratamento com tamoxifeno sozinho, com um aumento significativo na
expressao de BAX, ativacao de caspase 3 e fragmentacao de DNA, sugerindo que o
tratamento combinado com tamoxifeno e o ativador de GJ podera aumentar ainda mais o

efeito apoptotico em células de CM humano. [65]

5.1.2.4. Transporte de acidos nucleicos através de G) usando células que
expressam Cx43 e exossomas Cx43-positivos

A Cx43 facilita a administragao citoplasmatica direta de farmacos e acidos nucleicos,
contornando completamente o ambiente degradativo das vias endociticas. Assim, a
biodisponibilidade do farmaco no local de agao pode ser significativamente aumentada e as
doses do mesmo podem ser diminuidas se a Cx43 for explorada como um alvo terapéutico.

Uma drea emergente de entrega de farmacos € através do uso de células inteiras como
veiculos de entrega. As células exploram as GJs para a transferéncia direta de moléculas para
o citoplasma das células vizinhas, através de HCs, sendo esta uma abordagem de entrega
altamente atraente para pequenos RNAs ou outras cargas de acidos nucleicos. No entanto,
os mecanismos exatos de como a Cx43 realiza esta transferéncia nao siao totalmente
compreendidos. Foi proposto que os locais de ligagago ao RNA da Cx poderiam ser
responsaveis pelo recrutamento de moléculas de RNA para os HCs, facilitando a
internalizacido dos mesmos através das GJs. Contudo, este processo precisa de ser melhor
investigado. [53, 66]

Da mesma forma que as células usam Cx43 para a transferéncia de material genético,
foi demonstrado que os exossomas positivos para Cx43 utilizam o mesmo mecanismo. Para
tumores com sobre-regulacio de Cx43, a administragio de exossomas ou outras
nanoparticulas equipadas com GJ e carregados com farmacos citotoxicos ou macromoléculas

terapéuticas, poderia explorar esta sobre-expressao da Cx43 nas GJs. [53]
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Figura 5: Modelo para a entrega citoplasmatica direta de acidos nucleicos através de HCs. A carga
de acidos nucleicos da célula dadora é capaz de ser transportada para o citoplasma de células
adjacentes sem ser sujeita ao ambiente degradativo da via endossomal e lisossomal. Adaptado de[53]

5.1.2.5. Deplecdao do pseudogene da Cx43 (WCx43) usando um siRNA

Uma adigao recente a lista de abordagens visando a sintese de Cx no estadio pos-
transcricional € a modulagao dos niveis de Cx43 pela supressao da expressao do pseudogene
da CX43 (WCx43). As células de CM humano expressam o WCx43 e este prejudica a sintese
normal da Cx43, ja que o MRNA do WCx43 e da Cx43 competem pela maquinaria de tradugao
celular. Uma vez que o WCx43 consegue ligar-se mais eficientemente a essa maquinaria do
que Cx43, isto resulta em niveis reduzidos de mRNA de Cx43.

Assim, a deplegao do WCx43 usando uma abordagem de siRNA causa sobre-expressao
da Cx43 em células de CM, resultando numa maior sensibilidade destas a exposicao aos

farmacos quimioterapicos, como por exemplo ao paclitaxel e doxorrubicina. [22, 31]

5.1.2.6. Acido all-trans retinéico

Varios farmacos, como o acido all-trans retindico, um derivado da vitamina A, e
carotenoides, sao conhecidos pela indugao da expressao de Cx43, melhorando a comunicagao
intercelular, que consequentemente leva a um aumento do efeito bystander e, assim, ao
aumento da eficiéncia da morte celular e apoptose do CM. No entanto, apesar de ser uma
possivel estratégia terapéutica custo-efetiva, a eficacia deste tipo de terapia para o tratamento

do cancro é limitada devido a baixa atividade de morte celular. [22, 40, 53]
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5.2. Desafios clinicos na terapéutica de Cx

Dado que a fisiologia humana saudavel requer um nivel adequado de GJ funcionais em
todos os momentos, e que este nivel varia durante o envelhecimento saudavel e durante as
mudangas fisiologicas adaptativas, quaisquer estratégias terapéuticas para regular os niveis
funcionais de Cx precisam de ser consideradas cuidadosamente.

A contemplagao do potencial valor terapéutico dos farmacos direcionados para a Cx43
deve ter em consideragao se as descobertas em modelos pré-clinicos em roedores se
estendem aos seres humanos. Outro grande obstaculo é o direcionamento e a entrega de
farmacos ao local de agao. [1]

Em relagao a aplicacao clinica de agentes peptidicos miméticos da Cx43, esta € um
pouco limitada devido a sua instabilidade e baixa disponibilidade oral. [19] Além disso, uma
importante questao esta ligada aos possiveis efeitos indesejaveis dos mesmos. Uma vez que
sao bastante curtos, tendo apenas alguns aminoacidos e estando mais de 50% destes
carregados positivamente, a possibilidade dos mesmos exercerem interagoes eletrostaticas
inesperadas com outros alvos é bastante plausivel. Além disso, a semi-vida e a estabilidade
destes peptideos miméticos devem ser determinadas e aumentadas para avaliar a dose e o

periodo de tempo em que serao eficazes. [18]

5.3. Potenciais estratégias futuras

E possivel imaginar e desenhar firmacos que irdo induzir a expressio do gene
codificador da Cx43 nos casos em que ha expressao deficiente da mesma. Na era da tecnologia
CRISPR — Cas9, também é possivel considerar a edicao de genes para reparar mutagoes do
gene da Cx de tal forma que as conduzem para a superficie celular onde podem manter a
funcao das GJs. [18]

Além de abordagens terapéuticas com pequenas moléculas para regular a comunicacao
intercelular ou regular a estabilidade global de GJs, a utilizagao de anticorpos bloqueadores da
Cx43 podem reduzir o crescimento tumoral isoladamente, ou em combinagao com terapia
anticarcinogénica padrao.

Embora as estratégias de direcionamento de anticorpos anti-Cx estejam no inicio do
desenvolvimento como possiveis terapéuticas, come¢am a surgir evidéncias de que os
anticorpos anti-Cx43 e comunicagao intercelular possam ter valor terapéutico no cancro e

outras doengas. [, 21]
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6. Consideracoes Finais

As Cxs sao biomarcadores de diagnostico confiaveis para o comportamento do CM, e
multiplos estudos revelaram que, em pacientes com CM, a expressao de proteinas Cx esta
correlacionada com outros biomarcadores clinico-patologicos, incluindo os RE, RP e HER2,
que sao normalmente usados para prever a resposta a terapéutica de doentes com CM.

Por outro lado, o potencial das Cxs, e em particular da Cx43, como alvos terapéuticos
para o CM é cada vez mais alvo de estudo. Os novos desenvolvimentos terapéuticos, a fim de
aumentar ou diminuir a expressao da Cx43 ou da comunicagao intercelular para reverter as
caracteristicas tumorais celulares, dao-nos esperanca para o desenvolvimento de novos
farmacos antineoplasicos para o tratamento de tumores especificos, como o CM, tendo como
alvo a Cx43. Dada a complexidade das fungoes e interagoes das Cxs, e da Cx43 mais
especificamente, os tratamentos que as tém como alvo, estabilizando-as, e / ou a outras
proteinas que interagem com esta, devem ser considerados em combinagdo com outras
estratégias terapéuticas para produzirem maiores beneficios, particularmente a luz do seu
possivel papel em facilitar o efeito bystander, onde o aumento no niimero ou tamanho de GJ,
e aumento de comunicagao intercelular resultam numa maior difusao de agentes citotoxicos,
sensibilizagdo a quimioterapicos e amplificagcao da resposta terapéutica. [28]

No entanto, na atualidade a hipotese de que a Cx43 possa ser usada como alvo
terapéutico final esta longe de ser convincente. Varias questoes no que diz respeito a sua
utilizagao, especificidade e estabilidade devem ser abordadas no futuro e mais estudos sao
necessarios para investigar as fungdes dos HCs na carcinogénese e na progressao tumoral,
com uma caracterizagao mais funcional, independente ou dependente de GJ, e a investigagao
de possiveis interagoes cruzadas com outras vias de sinalizagao na oncogénese mamaria seriam
Uteis para elucidar completamente o potencial terapéutico desta Cx no CM. [22] Além disso,
sera também necessario ter em conta o tipo, o estagio e as propriedades do tumor, sendo
pouco provavel que a Cx43 como Unico alvo seja suficiente para o desenvolvimento de novas
terapéuticas do CM.

Futuros esforgos exigirao abordagens multidirecionais e personalizadas, nas quais a
natureza do defeito da Cx43 seja bem compreendida, com o intuito de elucidar aspetos
fundamentais como o papel da Cx43 nas células estaminais cancerigenas, fungdes nao-
juncionais e para conhecer por completo o seu papel fisioldgico, como por exemplo no sistema
imunologico ou no estroma tumoral. Embora nenhum farmaco Cx-especifico tenha recebido

aprovagao, a importancia da Cx43 na fisiologia e na doenga humana, em conjunto com o seu
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interesse comercial, indica que o desenvolvimento destas terapias esta a progredir, mas ainda

esta longe de poderem ser utilizadas eficazmente no tratamento do CM.
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Anexos
Anexo |: Incidéncia do CM a nivel mundial, de entre todos os cancros, tendo em conta o

género e idade

Estimated number of new cases in 2018, worldwide, all cancers, both sexes, all ages

Lung

Breast
2088849 (11.6%)

Other cancers
8323793 (46%)

Colorectum
1849 518 (10.2%)

Prostate
1276 106 (7.1%)
Stomach

1033 701 (5.7%)

Oesophagus Liver
572034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total : 18 078 957

Oata sourte: Glabocan 2018
Geaph production: Global Cancar
Obsenvatory (st geaiarc il

Anexo 2: Incidéncia do CM em PT tendo em conta o género e idade

Estimated number of new cases in 2018, Portugal, all cancers, both sexes, all ages

Breast
974 (1206)
Prostate
6609 (11.4%)
Colon
5645 (9.7%)
ung
284 (9.19)

L
3
Stomach Rectum
21885 (5%) 4447 (7.6%)

Other cancers
24015 (41.3%)

Bladder
2340 (4%)

Total : 58 199

Anexo 3: Mortalidade de todos os cancros, tendo em conta o género e idade

Estimated number of deaths in 2018, Portugal, all cancers, both sexes, all ages

Lung
4671 (16.19%)
Other cancers Colon
12 371 (42.7%) 3050 (10.5%)

Stomach

2275 (7.9%)
Prostate
1879 (6.5%)
Breast
1748 (6%)
Liver Pancreas
1372 (4.7%) 1594 (5.5%)
Total : 28 960
Dot source: Gobocan 2018 R —
Graph production; Global Cancer @) Balagn

Observatory {htts:/[qeo arc.r)
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