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Lista de Abreviaturas

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM - Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica
MSRM - Medicamento Sujeito a Receita Médica

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats



|- Introducao

O farmacéutico é um agente de salde e o exercicio da sua atividade tem como objetivo
essencial a pessoa do doente. A sua primeira e principal responsabilidade é para com a saude
e o bem-estar do doente e do cidadao em geral, devendo estar sempre presente o elevado
grau de responsabilidade que a profissao exige. Desta forma, € responsavel por transmitir a
informagao referente ao medicamento, promovendo o seu uso racional e a adesiao a
terapéutica, contribuindo para um tratamento eficaz, seguro e com qualidade."

O Mestrado Integrado em Ciéncia Farmacéuticas (MICF) consiste numa formagao
multidisciplinar que incorpora um estagio curricular, no qual temos, obrigatoriamente, que
exercer a nossa atividade em Farmacia Comunitaria. E nesta fase que os estudantes tém
oportunidade de aplicar os conhecimentos adquiridos ao longo do seu percurso académico,
neste caso em contexto profissional, ao mesmo tempo que adquirem novas competéncias,
essenciais para o exercicio da atividade.

Pela facilidade de acessos as farmacias e pelo reconhecimento dos servigos prestados,
estas sao, muitas vezes, o local onde os utentes recorrem, numa primeira instancia, com
objetivo de resolver algumas questoes ligadas a saude. Mas pode também ser o ultimo contacto
destes com os servicos de salde. Por esse motivo, € essencial que o farmacéutico tenha os
seus conhecimentos sempre atualizados, bem como adquira constantemente novas
competéncias de forma a satisfazer as necessidades do utente e da sociedade.

Para a realizagdo do meu estagio curricular, a fim de concluir o meu ciclo de estudos,
escolhi a Farmacia Arcozelo, em Barcelos, sob orientagao da Dra. Manuela Cardoso, Diretora
Técnica da farmacia em causa.

A estrutura do presente relatorio, referente ao estagio realizado em Farmacia
Comunitaria, baseia-se numa analise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats),
na qual apresento as forgas e fraquezas, oportunidades e ameagas que observei e/ou senti no

decorrer desta etapa.



2- Analise SWOT

2.1 - Pontos Fortes
2.1.1 - Equipa técnica

Desde o primeiro dia a equipa da Farmacia Arcozelo demonstrou grande disponibilidade
para me ajudar em tudo aquilo que fosse necessario, tornando-se assim o meu pilar durante
todo o meu percurso na farmacia. Inicialmente deram-me uma breve explicagao para que eu
percebesse os principios nos quais assentava o funcionamento da farmacia, deixando-me desde
logo a vontade para esclarecer, junto de qualquer um dos profissionais, todas as duvidas que
me surgissem no exercicio da atividade. Comecei o estagio com o papel de observar tudo
aquilo que se passava em meu redor, sendo-me dadas novas tarefas e responsabilidades a
medida que o tempo avangava, permitindo-me ser cada vez mais autbnoma na execugao das
atividades.

No meu ponto de vista, aquilo que diferencia uma farmacia nao sao os produtos que
esta disponibiliza aos utentes, mas sim a qualidade do servigo e aconselhamento prestados, ou
seja, esta dependente dos seus profissionais. Pelo facto de nao ter experiéncia na area e sentir
medo de falhar perante o utente, a passagem para o balcao desde sempre me deixou ansiosa,
pelo que foi feita por fases. Comecei por estar presente nos atendimentos apenas para
observagao, depois foi-me concedida a responsabilidade de recolher os medicamentos
solicitados pelo utente. Desta forma, fui-me sentindo mais confiante e, sem dar conta, ja me
encontrava a fazer atendimento ao publico de uma forma muito tranquila e independente.
Também o facto de ter sempre um profissional disponivel para intervir no atendimento, caso

necessario, fez com que nao me sentisse constantemente sob pressao e/ou nervosa.

2.1.2 - Unica estagiaria

Aliada ao facto de a equipa técnica ter sido excelente comigo, ser a Unica estagiaria na
altura foi um ponto a meu favor, uma vez que tinha concentrada em mim toda a atengao e
ajuda da equipa. A partir do momento que entrei na farmacia tornei-me parte integrante da
equipa e foi depositada em mim uma grande confianga, pelo que me esforcei por corresponder

a todas as expectativas.

2.1.3 - Diversidade de tarefas

Durante o estagio foi-me dada a oportunidade de executar varias tarefas, todas elas
importantes para ter uma percegao global do funcionamento de uma farmacia. Como tarefas
BackOffice, efetuei a recegao e gestao de encomendas, o que me permitiu ter uma visao geral
no que diz respeito a parte da gestao. Aliada a esta tarefa, estava o arrumo dos produtos no
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seu respetivo local, o que fez com que me familiarizasse com a sua localizacao, algo que se
tornou util na fase do atendimento. Também nesta fase, consegui ter uma pequena nogao de
marketing e merchandising farmacéutico. Na fase do atendimento foi sem duvida a altura onde
me surgiram mais ddvidas, mas também aquela em que mais aprendi, pois consegui interligar
e aplicar os conhecimentos que adquiri ao longo da formagao académica. A nivel do
aconselhamento ao doente, fui sentindo enormes melhorias, tanto na informacao transmitida,
como na seguranga com que era feito. Foi a parte mais desafiante deste percurso, mas também
a mais gratificante, por saber que estava, através dos meus conselhos, a ajudar alguém que
recorreu a um profissional numa situagao de necessidade, ou apenas para esclarecer alguma
duvida que pairasse na sua cabecga. Aprendi que além de profissionais, muitas vezes somos o

ombro amigo daqueles que nos procuram.

2.1.4 - Sistema informatico Sifarma 2000°

O sistema informético Sifarma 2000® foi desenvolvido pela Glintt, por e para
farmacéuticos, e é utilizado por 90% das Farmacias em Portugal.?

Sem duvida alguma que o Sifarma 2000® é um enorme aliado no exercicio da atividade
farmacéutica. Para além de se revelar imprescindivel na parte de gestao da farmacia (no que
diz respeito a gestao de stocks, percecao da média de vendas, encomendas instantaneas e
diarias diretamente e em tempo util a armazenistas, controlo de prazos de validade, proceder
a reclamagoes e devolugoes, entre outros) € também uma ferramenta essencial durante o
atendimento, uma vez que tem ao nosso dispor uma alargada base de dados cientifica que
pode ser muito util para que seja prestado um melhor aconselhamento, ou mesmo para que
sejam esclarecidas algumas duvidas pontuais que surjam, nomeadamente: posologia, indicagoes
terapéuticas e contraindicagoes. Outra grande vantagem, se nao a maior, é que a forma como
esta concebido faz com que seja muito diminuta a possibilidade de errar durante um
atendimento com receita eletrénica, o que numa primeira fase, em que estamos a iniciar o

atendimento ao publico e o erro é mais propenso, se revelou crucial.

2.1.5 - Conhecimentos MICF

O plano de formagao de MICF integra um vasto leque de disciplinas que permitem aos
seus estudantes adquirir uma panoplia de conhecimentos em diversas areas, assim como uma
visao alargada daquilo que ¢ a atividade farmacéutica. A forte componente teérica, por um
lado permitiu que conhecéssemos as patologias existentes e seus possiveis tratamentos, bem
como os aspetos técnicos dos medicamentos e/ou produtos existentes. S6 é possivel prestar
um bom servigo farmacéutico, quando temos as bases necessarias para isso e as conseguimos

por em pratica.
10



2.2 - Pontes Fracos

2.2.1 - Vasta variedade de produtos no mercado e nomes comerciais

No inicio do estagio senti-me um pouco perdida num mundo constituido por milhares
de produtos que estao disponiveis para venda/aconselhamento no mercado farmacéutico, e
com os quais ainda nao tinha tido qualquer contacto, pelo que nao eram por mim conhecidos.
Para fazermos um bom aconselhamento, temos que ter nogao dos produtos que existem e
quais os que melhor se adequam a cada situagao. Uma outra dificuldade foi associar os nomes
comerciais as substancias ativas e vice-versa. Inicialmente era muito auxiliada pelo Sifarma
2000 para obter a informagao que precisava. No entanto, sao conhecimentos que facilmente
se vao adquirindo com a experiéncia, e apos alguns dias consecutivos na farmacia comecei a
familiarizar-me com os produtos. A partir deste ponto, tudo se tornou mais facil, comegando

a despedir-me de alguns medos e insegurangas.

2.2.2 - Preparacao de manipulados
Na Farmacia Arcozelo era muita raro haver preparagao de manipulados. Entenda-se por
medicamento manipulado “qualquer formula magistral ou preparado oficinal preparado e

dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico”.?)

A menos que fosse um
procedimento de preparagao muito simples e que necessitasse de pouco material e tempo, os
manipulados eram reencaminhados para outra farmacia para a sua elaboragao. Diariamente, o
contacto com o laboratério reduzia-se apenas a reconstituicio de medicamentos

extemporaneos.

2.2.3 - Acesso a formacoes muito limitado

A Farmacia Arcozelo situa-se no concelho de Barcelos pelo que o acesso a formagoes
era muito diminuto. A maioria das formagoes mais préximas realizava-se no Porto, pelo que
teria que me deslocar, o que se tornava muito dispendioso para um estudante estagiario. Para
além disso, o nimero de vagas era muito pequeno dada a afluéncia de pessoas. Tentei
inscrever-me em algumas formagoes que ja nao tinham vagas disponiveis. No geral, na zona
Norte existem muito menos oportunidades para este tipo de eventos do que na zona centro,
o que se torna um fator limitante para os profissionais que residem nestes meios. Considero
este facto um ponto fraco porque nessas formagoes, além de nos serem apresentados os
produtos existentes/novos/em voga no mercado, fazem-no com muito pormenor e sao dadas
dicas de como fazer o aconselhamento usando esses mesmos produtos, ou até mesmo
estratégias de venda desses produtos em conjunto com outros que lhe sejam complementares

(cross selling). Sao sem duvida uma boa oportunidade de alargar os nossos conhecimentos.



Principalmente na dermocosmética, uma area em constante evolugao, sao langados novos

produtos a todo o momento, pelo que é necessario estar constantemente atualizado.

2.2.4 - Novo Médulo de Atendimento ao Utente do Sifarma

Durante o meu estagio, e na farmacia onde este foi realizado, era-me permitido utilizar
o Sifarma 2000® ou o sistema mais recente, o Médulo de Atendimento ao Utente. Por um
lado, foi muito bom porque uma vez que o antigo Sifarma vai ser substituido pelo mais recente,
a tendéncia é cada vez mais farmacias o utilizarem, pelo que ¢é benéfico saber trabalhar neste.
Apesar de apresentar inUmeras vantagens, ainda apresenta algumas falhas pelo que por vezes
dificultou o meu trabalho. Para além disso, ainda s6 tem disponivel o Modulo de Atendimento
ao Utente, pelo que todas as restantes operagoes eram realizadas no mais antigo, tendo
obrigatoriamente que utilizar os dois sistemas. Assim sendo, apesar do sistema novo ser mais
intuitivo e atual, optei por utilizar apenas o Sifarma 2000® antigo, ao qual rapidamente me

adaptei.

2.3 - Oportunidades
2.3.1 - Servicos diferenciados prestados

Como espago de saude, a farmacia onde o estagio foi realizado prestava uma série
servicos farmacéuticos diferenciados a comunidade, alguns dos quais tive oportunidade de
participar. Entre outras atividades, diariamente faziam-se medi¢oes de glicémia, colesterol,
triglicéridos e tensao arterial, assim como administragao de injetaveis e vacinas e execugao de
primeiros socorros. Nao estava habilitada a administrar injetaveis e vacinas, nem a fazer
primeiros socorros, no entanto, desde sempre me foi permitido acompanhar os membros da
equipa que executavam estas tarefas, para que pudesse ganhar alguns conhecimentos nesta
area através da observagao das técnicas utilizadas e das questoes levantadas e respetivas
respostas. Pude, no entanto, fazer a medicao dos parametros de risco cardiovascular e
interpretar os seus valores, explicando aos utentes cada um deles e os seus riscos associados.
Apercebi-me que uma grande parte da populagao ainda nao percebeu o impacto que valores
alterados nestes parametros tém a longo prazo. Cabe-nos a nos, profissionais de salde,
informar e sensibilizar os utentes para habitos e estilos de vida saudaveis e reforgar a adogao
de medidas nao farmacologicas para uma melhor qualidade de vida, atual e futura. Para permitir
uma melhor monitorizagao destes parametros, eram entregues aos utentes cartoes onde

constavam os valores das medi¢oes efetuadas.



2.3.2 - Falta de conhecimentos cientificos dos utentes

A Farmacia Arcozelo esta inserida numa comunidade maioritariamente envelhecida, a
qual na sua generalidade tinha poucos conhecimentos na area da saude. Por outro lado, os
poucos conhecimentos que possuiam muitas vezes estavam errados. Foi aqui uma enorme
oportunidade de aplicar os meus conhecimentos e perceber a importancia que um
farmacéutico tem na comunidade que o envolve. Assim sendo, em cada atendimento esforcei-
me por explicar tudo aquilo que o utente precisava saber acerca do medicamento que lhe fora
prescrito/indicado, desde a sua fungao aos seus efeitos adversos. Em muitos atendimentos,
gragas a atengao prestada individualmente a cada utente, apercebi-me de utentes que estavam
a tomar medicagao croénica, ou nao, de forma errada. Uma grande dificuldade da maioria
passava pela utilizagao correta dos dispositivos médicos. Assim, era essencial em cada dispensa
explicar de forma pormenorizada como se devia utilizar, e repetir a explicagao caso persistisse
qualquer duavida. S6 desta forma, com acompanhamento personalizado e individualizado,

conseguimos um uso racional e seguro do medicamento, bem como a adesao a terapéutica.

2.4 - Ameacas

2.4.1 - Falta temporaria de certos medicamentos no mercado

Na altura da realizagdo do meu estagio, de janeiro a abril de 2019, houve um grande
numero de medicamentos em falta no mercado. Alguns estiveram esgotados por curtos
periodos, outros durante meses, o que se tornou bastante problematico. Muitos utentes
pensavam que era por culpa da farmacia, outros mesmo sabendo que a culpa nao nos era
imputéavel, revoltavam-se com os profissionais responsaveis pelo seu atendimento. E certo que
muitos dos esgotados tinham substitutos, mas outros nao. Em alguns casos foi necessario o
utente marcar consulta com o seu médico para pedir uma nova medicagao que substituisse a
que estava em falta, o que nem sempre era facil por se tratar de medicagao que era tomada
de forma croénica ao longo de anos, sendo dificil encontrar outra que fosse surtir o mesmo
efeito. Tudo isto fazia com que houvessem atrasos nos atendimentos e, por vezes, periodos
em que os utentes nao tinham a medicagao adequada para tomar. Todos os dias era necessario
entrar em contacto com fornecedores na tentativa de repor stocks, mas a maioria das vezes

essa tentativa nao era bem sucedida porque nem eles possuiam os produtos.

2.4.2 - Alteracao de embalagens

Aliada a medicagdo temporariamente esgotada, estava a constante mudanca de
embalagens. Muitos utentes eram polimedicados e nao alfabetizados, pelo que tomavam a
medicagao mediante as caixas, cores e forma do medicamento. Bastava haver alguma troca

num destes trés fatores para que a toma da medicagao de forma correta se tornasse
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complicado para eles. Assim sendo, uma pequena mudanga de embalagem, ou mesmo na forma
dos blisters e/ou comprimidos nao era bem aceite por este grupo de pessoas. No entanto, a
Unica coisa que podiamos fazer era, para além de convencer a pessoa de que se tratava do
mesmo produto apenas com uma embalagem diferente, arranjar estratégias para que nao

houvesse qualquer troca de medicagao na hora da toma.

2.4.3 - Solicitacao de medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM)

Um evento recorrente no dia-a-dia de uma farmacia é a solicitacio de MSRM, sem a
respetiva receita. A maioria das vezes tratava-se de medicagao cronica, outras vezes tratavam-
se de pessoas que faziam o seu proprio diagndstico e queriam uma medicagao especifica, como
o caso concreto de pessoas que me pediram antibiotico para a dor de garganta. Ha farmacias
que dispensam este tipo de medicagao sem receita, pelo que o utente espera que o
farmacéutico que o esta a aconselhar/atender também o faga. Na sociedade temos pessoas
com varias personalidades, pelo que algumas entendem a nossa posigao em nao atender aos
seus pedidos, outras, baseados no facto de conseguirem adquirir estes produtos sem a
respetiva receita noutras farmacias, nao entendem. Este facto era motivo de “conflito” entre

o profissional e o utente, tornando-se uma ameaga no exercicio da sua atividade.

2.4.4 - Venda de medicamentos nao sujeitos a receita médica (MNSRM) fora das
farmacias

De acordo com o Decreto-Lei n.°134/2005 o governo considerou que os
medicamentos para uso humano, concretamente os que nao necessitam de receita médica,
podem ser comercializados fora das farmacias, dados os beneficios proporcionados aos
consumidores por esse alargamento, quer em termos de acessibilidade facultada pelo aumento
do nimero de pontos de venda quer em termos de prego."

Esta nova medida, permitiu que a populagao tenha mais acesso a MNSRM, ao mesmo
tempo que contribui para a redugao do pregos dos mesmos, dado o regime de preco livre de
venda fixado, onde apenas estio regulamentadas as margens maximas de comercializagio.”
Por este motivo, de forma indireta, na minha opiniao, estamos a contribuir para o uso
inadequado e irracional do medicamento, o que pode colocar em causa a saude publica, uma
vez que muitas vezes falta um aconselhamento adequado por parte do profissional que efetua
a venda. E essencial o papel de um profissional especializado para tentar travar este efeito,
dado que se verifica um aumento no numero de vendas nestes locais.

No que me diz respeito, acho que este fator é uma ameaga, uma vez que muitas pessoas,

movidas pelo menor prego e nao pelo melhor servigo, escolhem estes locais para a compra

14



de produtos. Assim sendo, perdi algumas oportunidades de aconselhar o utente,

principalmente na area da dermocosmética.

2.4.5 - Legibilidade das receitas manuais

Hoje em dia, a quase totalidade das receitas que chegam a farmacia sao eletronicas. No
entanto, ha uma pequena quantidade que ainda é passada de forma manual pelo prescritor,
apenas permitida em situagoes excecionais: a) Faléncia informatica; b) Inadaptacio do
prescritor; c¢) Prescricio no domicilio, d) Até 40 receitas/més. Considero que estas
constituiram uma ameaca ao trabalho por mim desempenhado, pelo facto de em alguns casos
ser dificil perceber os medicamentos prescritos, dada a ilegibilidade da letra do prescritor.
Para decifrar o conteudo da receita, ou apenas para minimizar os erros que poderiam surgir,
pedia sempre auxilio a um colega para a interpretar. Uma forma de confirmar se a nossa leitura
estava correta, era conversar com o doente e perguntar qual o motivo que o levou até ao
médico. Era mais uma via para evitar erros. Todos estes elementos contribuiam para um

atendimento mais demorado, o que nao era do agrado da maioria dos utentes.



3- Conclusao

A realizagao deste Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria deu-me a oportunidade
de aplicar e consolidar os conhecimentos adquiridos ao longo dos ultimos cinco anos,
enquanto estudante de MICF, ao mesmo tempo que me permitiu adquirir competéncias
essenciais para a pratica da atividade farmacéutica. O MICF é um curso muito completo, que
nos transmite a informagao base essencial, no entanto, a pratica e experiéncia em contexto
real revelou-se essencial para a melhoria das minhas capacidades, profissionais e pessoais. Isto
porque nos deparamos diariamente com casos concretos reais, todos eles muito diferentes e
desafiantes. Com estes, para além do desenvolvimento de conhecimentos técnicos e
cientificos, considero que aumentei as minhas capacidades pessoais e sociais, que sao essenciais
para prestar um bom atendimento e aconselhamento. As vezes, aos olhos dos utentes, nio
somos apenas profissionais, mas também um ombro amigo. Perceber os problemas de cada
um e cuidar também é uma forma de prestar servigo.

Concluida esta etapa, considero que evolui enquanto profissional de saide e enquanto
pessoa. Caso o futuro me reserve uma carreira em Farmacia Comunitaria, sinto-me preparada
para assumir essa responsabilidade, exercendo as minhas fungdes com inteira autonomia

técnica e cientifica, tendo sempre como objetivo essencial a pessoa do doente.
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|- Introducao

O ciclo de estudos de MICF tem uma forte componente ligada a Industria Farmacéutica,
de forma a que apos a conclusao dos estudos, os estudantes estejam preparados para abragar
oportunidades de trabalho nesta area.

A Faculdade de Farmacia da a oportunidade aos seus estudantes de realizarem um
estagio complementar ao de Farmacia Comunitaria no ramo da Industria Farmacéutica, o que
acho uma otima oportunidade de alargar os nossos conhecimentos, ganhando experiéncia na
area. Sendo a Unica Faculdade de Farmacia que o permite, acho que os estudantes formados
em Coimbra na area de Ciéncias Farmacéuticas se encontram em vantagem perante os
restantes, no que toca a oportunidades futuras a nivel profissional.

A Industria Farmacéutica é responsavel por produzir medicamentos e por todos os
passos necessarios a sua produgao e introdugao no mercado, nomeadamente investigagao,
desenvolvimento e comercializagao. Nas varias fases de produg¢ao do medicamento, o papel
do farmacéutico, como profissional de saude especialista do medicamento, é imprescindivel.

O estagio foi realizado no Grupo Tecnimede, em Sintra, no departamento de Garantia
de Qualidade, sob a orientagao da Dra. Maria do Carmo Marques.

A estrutura do presente relatério, referente ao estagio realizado em Indulstria
Farmacéutica, baseia-se numa analise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities and Threats),
na qual apresento as forgas e fraquezas, oportunidades e ameagas que observei e/ou senti no

decorrer desta etapa.
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2- Analise SWOT

2.1 - Pontos Fortes

2.1.1 - Grupo sdélido em territorio nacional e internacional

O Grupo Tecnimede (GT) tem um solido posicionamento em territorio nacional e
presenca direta em Espanha, Italia, Marrocos, Colombia e Brasil. A sua missao é comprometer-
se com a melhoria e preservacao da vida humana e da saude através do desenvolvimento,
producao e comercializagao de produtos farmacéuticos, com um forte enfoque na qualidade
e inovagao tecnoldgica. Iniciou a sua atividade em 1980 e abrange todo o ciclo de vida do
medicamento para uso humano - desenvolvimento, produgao, promogao e
comercializacio."®

E uma instituicio independente, na medida em que tem na sua constituicio todos os
departamentos de que necessita para operar na area farmacéutica: Assuntos Regulamentares,
Marketing, Controlo de Qualidade e Controlo Microbioldgico, Investigacao, Produgao,
Embalagem, Garantia de Qualidade, Ensaios clinicos, entre outros. Com o constante contacto
com esses departamentos, percebi qual o seu papel e suas responsabilidades no ciclo do
medicamento. Para além de operar noutros paises, tendo estruturas proprias sedeadas nestes,
a unidade de produgao em Portugal (Atlantic Pharma) produz medicamentos para diferentes
paises, sendo que cada um tem as suas exigéncias e especificagdes proprias. Desta forma,
consegui ter uma breve nogao das condigoes exigidas individualmente pelos varios paises e do

trabalho necessario para colocar determinado produto em conformidade com o exigido.

2.1.2 - Grande ligacdao da Garantia da Qualidade a outras departamentos

A Garantia de Qualidade compreende todos os aspetos que, coletiva ou individualmente,
afetam a qualidade do produto farmacéutico, assegurando a sua conformidade com os padroes
de qualidade exigidos. S6 desta forma podem ser utilizados no consumo da populagao para o
uso pretendido. Por esse motivo, é talvez o departamento mais abrangente na area do
medicamento, pois tem que estar em constante contacto com os restantes departamentos
para assegurar que todos os requisitos necessarios estao a ser cumpridos. Desta forma, foi-
me permitido o contacto préoximo com diversas areas: Produgao, Embalagem, Assuntos
Regulamentares, Controlo de Qualidade, Controlo Microbioldgico, entre outras. Este
contacto permitiu-me ter uma visao geral de todo o processo referente ao medicamento,
desde a preparagao da documentagao para Autorizagao de Introdugao no Mercado até a sua
comercializagao, para que estejam disponiveis para venda ao utente. Algo que a primeira vista

pode parecer simples, pode demorar meses, e € importante termos essa nogao. Também me
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permitiu perceber quais as tarefas realizadas em cada um desses departamentos, o que foi
benéfico porque me deu uma nocgao geral do trabalho desempenhado pelo farmacéutico, ou

restantes profissionais, nos diferentes departamentos.

2.1.3 - Ligacdo muito estreita com a producao

O facto de a Garantia de Qualidade estar intimamente ligada a Produgao, fez com que
de certa forma ganhasse conhecimentos nas duas areas. Todos os processos de fabrico
passavam pelas maos da equipa da GQ pelo que acompanhavamos todo o processo de fabrico,
desde a pesagem dos constituintes até ao produto final. Ao rever os referidos processos, para
assegurar que a produgao foi efetuada em conformidade com os requisitos exigidos, foi-me
possivel ver todos os passos efetuados na produgao de cada medicamento, quais os mais
criticos e os de menor relevancia, e todas as exigéncias e parametros a cumprir para a
obtencao de um produto de qualidade. Caso houvesse alguma inconformidade, também
tinhamos acesso a todos os relatérios que justificavam o sucedido, e se isso tinha ou nao
impacto no produto final. Desta forma, nao me encontrava fisicamente na area de produgao,

mas sinto que adquiri muitos conhecimentos a ela referentes.

2.1.4 - Visita a Atlantic Pharma (AP)

A Atlantic Pharma assegura as necessidades de produgao do Grupo Tecnimede e dos
seus parceiros e tem capacidade para fabricar sélidos, semi-sélidos, liquidos e suspensoes. No
inicio do meu estagio, proporcionaram-me uma visita guiada as instalagoes da AP, onde se
inserem as areas de Produgao, Embalagem, Controlo de Qualidade (CQ) e Controlo
Microbiologico (CM). Nessa visita, foi-me apresentado cada equipamento e sua fungao e
funcionamento, bem como as areas onde estes se inserem, o que se revelou essencial no
decorrer do estagio, principalmente para compreender as diferentes etapas de produgao do
medicamento, que se realizam em equipamentos proprios e complexos. Perceber o seu
funcionamento foi uma mais valia na revisao dos processos de fabrico. A visita aos laboratorios
de CQ e CM ajudou nao so6 a perceber quais as andlises que maioritariamente se fazem aos
medicamentos produzidos, mas também no caso concreto do CM, os testes que se fazem

periodicamente as instalagoes e a agua, para atestar a sua conformidade microbiolégica.

2.1.5 - Diversidade de tarefas realizadas
Na GQ existe uma grande variedade de tarefas a executar, desde:
- PQR (Product Quality Review) e relatorios de validagao dos processos de fabrico;
- Revisao de processos de fabrico e embalagem;

- Revisao, atualizagao e criagao de SOP’s (Standard Operating Procedures);
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- Constante atualizagao da lista de prazos de validade dos produtos;
- Gestao de reclamagoes (efetuar o seu registo, abrir um processo de investigagao e
elaborar um relatério de resposta);
- Metrologia (calibragao e/ou qualificacao de aparelhos e equipamentos);
- Validagao de processos de fabrico e embalagem, entre outros.
A equipa depositou uma grande confianga em mim, permitindo a minha participagao em
todas as tarefas referidas, contribuindo para o aumento do meu conhecimento e competéncia

na area.

2.1.6 - Trabalho coordenado entre varias equipas

Como ja foi referido, a GQ esta intimamente ligada a varios departamentos pelo que é
necessaria a cooperagao entre as varias equipas que os constituem. Algumas das tarefas de
GQ estavam dependentes do trabalho de outros departamentos, assim como outros
departamentos dependiam do nosso trabalho. Para a sua conclusao no tempo pretendido e
com a requerida qualidade, era indispensavel a colaboragao e organizagao entre as diferentes
equipas. Assim sendo, aprendi a trabalhar nao s6 com a minha equipa, mas também com outras
com as quais me encontrava envolvida diariamente. Sem duvida que foi uma mais-valia que
levarei para o futuro, onde em todos os trabalhos (e na vida) é necessario haver cooperagao

entre os diferentes profissionais e/ou pessoas.

2.1.7 - Instalacao de novos equipamentos

No periodo em que decorreu o meu estagio, estavam a ser realizadas obras na area da
Produgao, para o aumento das instalagoes e aumento do nimero de equipamentos, conferindo
ao GT uma maior capacidade de fabrico de produtos farmacéuticos. Com a aquisigao de novos
equipamentos, coube a GQ a constante monitorizagao da sua instalagao, acompanhando todos
os testes efetuados nestes. Além de os acompanhar, era necessario no final avaliar todos os
resultados obtidos para garantir que a nova aquisicao cumpria todos os requisitos exigidos.
Houve casos em que os resultados nao foram os esperados e a GQ teve que pedir a repeticao
de certos testes. Assim sendo, tive nogao do que é o dossier de um equipamento, as

informagoes que continha, assim como o analisar.

2.2 - Pontos Fracos
2.2.1 - Tempo de estagio curto

A GQ é um dos setores considerados mais relevantes da Industria Farmacéutica. Tem
tarefas que vao desde a selegao de fornecedores, passando por todas as etapas do processo

de fabrico e libertagao dos produtos, para que estejam acessiveis aos consumidores. Por estar
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envolvida em multiplas areas relacionadas com o medicamento, existem varias tarefas a
desempenhar, todas elas muito diferentes. Teria sido vantajoso um estagio mais prolongado,
para que tivesse a oportunidade de consolidar os conhecimentos que adquiri, permitindo-me
ser mais autonoma na realizagao de certas tarefas. Quando me senti integrada na equipa e
confiante para assumir certas tarefas, estava o estagio a terminar. No entanto reconheco a
grande oportunidade que me foi dada e aproveitei para aplicar os meus conhecimentos e
adquirir novos, que serao uma ferramenta util caso opte por uma carreira na inddstria
farmacéutica, onde a experiéncia prévia é fundamental e um dos requisitos maioritariamente

exigidos.

2.2.2 - Impossibilidade de acompanhar auditorias externas

Anualmente a GQ elabora um programa anual de auditorias internas com uma previsao
das auditorias a realizar nesse ano. A periodicidade decorre da necessidade de verificar de
forma independente se os requisitos a auditar estao a ser cumpridos e se revelam eficazes
relativamente as exigéncias especificadas, sendo que deve ser realizada pelo menos uma por
ano. Infelizmente, no curto espago de tempo em que se realizou o meu estagio, nao se realizou
nenhuma auditoria interna. O mesmo nao aconteceu com auditorias externas. Durante os trés
meses de estagio realizaram-se algumas. Estas sao sugeridas pelos clientes do Grupo
Tecnimede, com o intuito de verificar o processo de fabrico e atividades relacionadas, o
cumprimento de especificagdes acordadas e dos requisitos de Boas Praticas de Fabrico.
Acompanhei o processo, desde a preparagao de toda a documentagido necessdria para os
auditores até ao relatorio final, onde constavam, caso existissem, as nao conformidades
maiores, menores e/ou oportunidades de melhoria. No entanto, nunca pude acompanhar os
auditores na sua visita as instalagoes, assim como participar nas reunides existentes. Por um
lado, nao fazia parte do plano de estagio, e por outro, é sempre uma altura de grande tensao
pois da auditoria resulta uma avaliagao positiva ou negativa, que pode comprometer a futura
colaboragao do cliente com o GT. Por esse motivo, so participam na visita e nas reunioes as

pessoas estritamente necessarias, nas quais eu nao me incluia.

2.3 - Oportunidades
2.3.1 - Aproximacao facilitada a realidade profissional

O estagio deu-me a oportunidade de desenvolver novas competéncias profissionais,
pessoais e interpessoais, ferramenta essencial para um futuro farmacéutico ter a capacidade
de enfrentar novos desafios. Penso que o facto de ter realizado este estagio em Industria

Farmacéutica, de caracter opcional, sera um fator diferenciador no futuro. No presente,
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permitiu-me aproximar da realidade profissional nesta area, que é bastante diferente da

Farmacia Comunitaria.

2.3.2 - Possibilidade de integrar a ‘“Academia de Talentos”

Anualmente o GT desenvolve o projeto “Academia de Talentos”, que da a
oportunidade a pessoas licenciadas, principalmente jovens, de adquirir e consolidar
conhecimentos e competéncias na area da Industria Farmacéutica durante aproximadamente
9 meses. Nesse periodo, é dada formagao tedrica sobre os varios departamentos e feito um
estagio de observacao nesses mesmos departamentos culminando, por fim, num estagio num
dos departamentos.

Antes da conclusao do estagio curricular, foi-me proposto frequentar a academia, numa
das areas disponiveis. Para aumentar a minha experiéncia, aceitei o desafio, iniciando em
Setembro um novo estagio em GQ. Penso que seja uma grande oportunidade, dado o meio

competitivo e de dificil acesso que Industria Farmacéutica se revelou.
2.4 - Ameacgas

2.4.1 - Outro estagiario

No periodo em que foi realizado o meu estagio, estava a decorrer a academia de
talentos, pelo que quando cheguei ao departamento de GQ ja la se encontrava uma estagiaria.
O seu estagio tinha iniciado em outubro, pelo que naquele momento tinha mais conhecimento
do funcionamento do departamento, e suas tarefas, do que eu, que iniciava numa drea
completamente nova e fora do meu dominio. Ao longo do estagio fui adquirindo competéncias
para a realizagao das tarefas, no entanto, encontrava-me em desvantagem, pelo que em
algumas ocasioes as tarefas eram entregues a pessoa mais experiente e que realizasse a tarefa
mais rapidamente, por uma questao de gestao de tempo. No entanto, sempre existiu muita
entreajuda e cooperagao entre as duas, uma vez que o nosso objetivo era o mesmo: aprender

o maximo possivel e realizar as tarefas propostas com distingao.

2.4.2 - Dificil acesso a carreira em Induastria Farmacéutica

A Industria Farmacéutica, neste momento, € um mercado extremamente competitivo e
de dificil acesso. Talvez o requisito mais exigido seja a experiéncia profissional na area, o que
para um recém-licenciado, é praticamente impossivel. Para além disso, todos os estudantes
quando terminam o seu percurso académico, estao praticamente em pé de igualdade no que
toca a sua formagao base. O que o pode diferenciar de outros ¢ a participagao em atividades
extracurriculares, tais como estagios e formagoes, o que exige um esforgo adicional por parte

do aluno. Por esse motivo este estagio foi uma enorme oportunidade para mim, que tenciono
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enveredar pela area. No entanto, tenho perfeita nogao das dificuldades que se avizinham para

entrar neste mundo.

3- Conclusao

Com a conclusao de mais um estagio, sinto-me mais ligada a area farmacéutica e as suas
diferentes saidas profissionais. Considero que me foi dada uma grande oportunidade, pelo que
me esforcei por dar o meu melhor em todos os desafios que me foram propostos, de forma
a manter o bom nome dos alunos que concluem os estudos em MICF na Universidade de
Coimbra.

Confirmei que a carreira na area farmacéutica exige uma grande responsabilidade,
empenho e dedicacdo. Tanto a nivel precoce, no desenvolvimento e produgio de
medicamentos, como a nivel de aconselhamento e acompanhamento do utente. No entanto,
sinto-me preparada para agarrar essa responsabilidade.

Finda esta etapa, tenho uma visao mais abrangente do que é o mercado de trabalho e
quais as suas dificuldades, mas com a certeza que me sinto realizada com a minha escolha pelo
curso escolhido. Estou certa de que a oportunidade que me foi dada, e a qual agradego, sera

uma mais valia para o meu futuro.
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Parte Il

Desregulacao de pH - Um aliado importante na

evolucao do cancro



Resumo

O cancro ¢é talvez uma das doengas mais temida por parte da populagao de todo o
mundo. Todos os dias novos casos sao diagnosticados, e todos os dias pessoas morrem
devido a doenga, pelo que existe a necessidade de saber mais sobre a patologia em si, assim
como a sua possivel prevengao e cura. Com o decorrer dos anos, e o aumento da sua
incidéncia, tem havido uma grande preocupagao da comunidade cientifica acerca deste tema.
Ao contrario de outras areas onde o conhecimento se encontra estagnado, no caso do cancro,
existem a todo o momento novas descobertas, principalmente novas formas de tratamento
ou tentativas de melhoria para as ja existentes. Gragas a estes avangos, tem-se verificado o
aumenta da taxa de sobrevivéncia na maioria dos tipos de cancro, assim como a melhoria da

qualidade de vida dos doentes.

Existe uma grande variedade de cancros, todos eles com as suas caracteristicas
proprias. No entanto, todos parecem ter um fator comum: o pH desregulado. Algo que a
primeira vista pode nao parecer relevante, tem uma grande importancia, uma vez que afeta
varios aspetos relacionados com o desenvolvimento do tumor, como: evolugao, formagao de

metastases, fuga ao sistema imunitario, resisténcia a tratamentos convencionais, entre outros.

Na presente monografia irei abordar a importancia de um pH desregulado na evolugao

e tratamento do cancro.

Palavras-chave: Cancro, pH, Metabolismo, Microambiente tumoral, Metastases, Sistema

Imunitario, Tratamento.
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Abstract

Cancer is one of the most feared diseases among the population worldwide. Every day
new cases are diagnosed, and every day people die from the disease, so there is a need to
know more about the condition itself, as well as it's possible prevention and cure. Over the
years it's increasing the incidence and there has been great concern from the scientific
community about this topic. Unlike other areas where knowledge is stagnant, in the case of
cancer, there are always new discoveries, especially in new forms of treatment or attempts to
improve existing ones. Thanks to these advances, the survival rate of most cancers has

increased, as well as the improved quality of life of the patients.

There is a wide variety of cancers, all with their own characteristics. However, they all
seem to have one common factor: dysregulated pH. Something that may not seem relevant at
first sight it is of great importance as it affects various aspects related with tumor development,
such as evolution, metastasis formation, immune system scape, resistance to conventional

treatments, among others.

In the present monograph | will approach the importance of dysregulated pH in the

evolution and treatment of cancer.

Keywords: Cancer, pH, Metabolism, Tumor Microenvironment, Metastasis, Immune System,

Treatment.
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Lista de Abreviaturas

AMPK - Proteina Cinase Ativada por Adenosina Monofosfato
ATP - Adenosina Trifosfato

ATPase - Adenosinatrifosfatase

CA - Anidrase Carbonica

Cdk - Cinase Dependente de Ciclinas

DAMP - Padrao Molecular Associado a Perigo

DC - Célula Dendritica

ECM - Matriz Extracelular

GEF - Fatores Trocadores de Nucledtidos de Guanina
GLUT - Transportador de Glicose

HIF - Fator ativado por hipdxia

IFN-y - Interferao y

IL-2, IL-4, IL-12, IL-17, IL-2Ra - Interleucina 2, Interleucina 4, Interleucina |2, Interleucina

|7 e Interleucina 2Ra

iNOS - Isoforma Induzivel da Sintetase de Oxido Nitrico
LDH / LDHA - Lactato Desidrogenase / Lactato Desidrogenase A
MCT - Transportador de Monocarboxilato

MDRI - Proteina de Resisténcia a Multiplos Farmacos |
MDSC - Célula Supressora Derivada de Mieldide
MHC-I/Il - Complexo Principal de Histocompatibilidade
miRNA - Micro RNA

MMP - Metaloproteinase de Matriz

MT1-MMP - Metaloproteinase Ligada a Membrana
mtDNA - DNA Mitocondrial

MTOR/MTORC - Alvo de rapamicina em mamiferos / Complexo alvo da rapamicina em

mamiferos
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NADH/NAD" - Dinucleétido de Nicotinamida e Adenina (dois estados de oxidagio)
NADPH - Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato
NFAT- Fator Nuclear de Células T Ativadas
NF-kB - Fator nuclear kB

NHE - Trocador de Na'/H*

NK - Célula Natural Killer

NO - Oxido Nitrico

OxyPhos - Fosforilagao Oxidativa

PAMP - Padrao Molecular Associado a Patogénio
PDH - Piruvato Desidrogenase

PDK - Piruvato Desidrogenase Cinase

PFK-1 - Fosfofrutocinase-|

pHe - pH extracelular

pHi - pH intracelular

PKM - Piruvato Cinase

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio

TADC - Célula Dendritica Associadas ao Tumor
TAM - Macroéfago Associado a Tumor

TCA - Ciclo do Acido Tricarboxilico

TCR - Recetor de Células T

TME - Microambiente Tumoral

TNF-a - Fator de necrose tumoral

Treg - Célula T Reguladora

VEGF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tumor-necrosis-factors

|- Introducao

No mundo inteiro, milhdes de pessoas vivem com o diagnéstico de cancro e diariamente
sao diagnosticados novos casos." As razdes para o aumento da incidéncia e da mortalidade
sao complexas, mas estao, em grande parte, ligadas ao envelhecimento da populagao e
desenvolvimento socioeconémico, que em muitos casos aumentou os fatores de risco. Ao
longo do ano de 2018 estima-se que foram descobertos 18,1 milhdes de novos casos no

mundo, sendo que 9,6 milhdes de pessoas acabaram por morrer devido a patologia (Figura
).®

Incidence Mortality
Africa Africa
5.8% 7.3% Americas

Mdde Midda Jarn 14.4%
e | ) Wesiam [ r;"“"“
Americas Mo

21.0%
Cantral
/
£
/ Europe
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Asia |
i \ 57.3%

Europe
23.4% Oceania

1 Oceania

Westam 4 404
18.1 million 9.6 million
new cases deaths

Figura | - Representacdo (em forma de grafico) da distribuigdo de casos e mortes por area do mundo em 2018
para ambos os sexos. (Adaptado de Bray F. et al. (2018))®

No que se refere a Europa, chegou aos 3,9 milhoes de diagnosticos e 1,9 milhdes de
mortes.”’ No caso concreto de Portugal, no ano de 2018 surgiram cerca de 58 mil novos
casos.  Com base nestes numeros, podemos concluir que é inquestionavel a necessidade de
investigagdo nesta area. Até porque estima-se que o numero de casos irda aumentar

significativamente nos préximos anos (Figura 2).
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Figura 2 - Numero estimado de incidéncia de casos em 2018 e para 2040, para todos os tipos de cancro, todas
as idades e ambos os sexos. (Adaptado de Global Cancer Observatory)®

Ao longo do tempo tem-se aprofundado o conhecimento existente sobre este tema,
desde as suas causas, a forma como se desenvolve e cresce, e como se previne. Também tem
havido uma busca incessante por novas formas de detegao e tratamento, tendo como principal
objetivo a qualidade de vida do portador da doenca.”

Cancro pode ser definidlo como um crescimento anormal de células. Estas células,
provenientes de diferentes tecidos e/ou orgios, tém a capacidade de se replicar
continuamente, uma vez que desenvolvem estratégias que lhes permitem fugir aos mecanismos
de controlo de multiplicagao celular. O sistema imunitario, por sua vez, tem a capacidade de
identificar e destruir estas células que apresentam alguma anomalia, quando estas ainda se
encontram em ndmero limitado, por isso este evento nao é critico para o desenvolvimento
do tumor. O grande problema reside no facto de estas células também possuirem mecanismos
que lhes possibilita a fuga ao sistema imunitario, o que culmina no aumento indefinido do seu
namero.®

Para melhor descrever e predizer as caracteristicas fenotipicas do cancro tem sido dada
particular importincia ao microambiente tumoral, que é substancialmente diferente do
microambiente que caracteriza as restantes células.”” Com o constante avanco da tecnologia
e crescente investigagao nesta area, chegou-se a conclusao que o pH das células cancerigenas

se encontra alterado. Por norma, estas tém um pH intracelular (pHi) mais elevado e um pH
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extracelular (pHe) mais baixo quando comparado com células normais. Esta particularidade
pode ter influéncia nos processos envolvidos na proliferagao, adaptagao metabolica, formagao
de metastases e tumorogénese das células cancerigenas, tema sobre o qual vai incidir este

trabalho.®

2- Reprogramacao metabdlica das células cancerigenas

As principais caracteristicas dos tumores, transversais a todos eles, sao: multiplicagcao
ilimitada, inativagao de supressores de crescimento, promogao de invasao e formagao de
metastases, resisténcia a apoptose, eliminagio da limitagio de energia, manutencao da
sinalizagao proliferativa, capacidade de fuga ao sistema imunitario, estimulagao da angiogénese,
inflamagdo aumentada, instabilidade do genoma e mutagio.” Sabe-se que o ambiente onde se
encontra envolto o tumor é caracterizado por insuficiéncia sanguinea e baixo pH, baixo nivel
de nutrientes e glicose, e deficiéncia em oxigénio.”!'” Estas nio sdo, de todo, as condigdes
ideais para a proliferagao e sobrevivéncia de células, uma vez que sao o oposto daquelas que
usualmente sao necessarias para manter a vida. Tornou-se claro que as células cancerigenas
se adaptaram a este meio e usaram em seu beneficio o facto de ser um ambiente adverso para
a sobrevivéncia da maioria das células."”

As células cancerigenas estio sob pressao seletiva para explorar ao maximo as condigoes
microambientais favoraveis e superar as condi¢oes desfavoraveis, com as influéncias ambientais
a determinar significativamente a evolugao do tumor. Um dos mecanismos adotados no seu
metabolismo, que se revela uma das maiores particularidades do seu microambiente, é
privilegiar a glicélise (metabolismo anaerobio) em vez da fosforilagao oxidativa (metabolismo
aerobio), mesmo na presenca de oxigénio, conhecido por efeito de Warburg.!"" Na glicélise,
a glicose é convertida em piruvato, lactato e ides de hidrogénio, havendo também producao
de compostos de elevada energia, ATP e NADH (dinucleétido de nicotinamida e adenina).®('?
No metabolismo glicolitico, resumidamente:

i) As células cancerigenas, em comparagao com células normais, exibem um aumento
drastico na captacdo de glicose, gerando mais metabolitos glicoliticos e uma
quantidade significativa de ATP, ambos necessarios para o crescimento e divisao
celular;

ii) Uma fragao substancial do carbono da glicose é desviado para multiplas vias

biossintéticas, em vez de originar piruvato. Na verdade, as células cancerigenas usam

uma variedade de estratégias para retardar a Gltima etapa da glicolise que é catalisada

35



pela piruvato cinase (PKM), permitindo a acumulagao de intermediarios glicoliticos
para este fim;
iii) A maioria dos piruvatos formados é convertido em lactato, através da acao da

lactato desidrogenase (LDH) e excretado para o exterior.!?

No entanto, a glicélise € muito menos eficiente na produgao de ATP. Sao produzidas
apenas duas moléculas de ATP por cada molécula de glicose enquanto que todo o ciclo
glicolise-ciclo de Krebs-fosforilagao oxidativa, que leva a oxidagao completa da molécula de

(% Mais importincia tem o facto de durante a glicélise

glicose, dé origem a trinta e oito ATP.
se produzirem dois protoes, o que leva a um aumento da carga acida e rapida diminuigao do
pHi, que caso nao seja compensada por mecanismos que conduzam a expulsao de protoes da
célula pode ser letal. Esta compensagao, ira culminar na acidificagao do pHe e alcalinizagao do
pHi.'¥ Assim, em comparagio com células normais, verifica-se que as células cancerigenas
apresentam um pHi de aproximadamente 7,3-7,6 (em vez de 7,2), enquanto que o pHe varia
entre 6,8-7,0 (em vez de 7,4).%('9 Estes factos levam-nos a questionar o motivo pela qual as

células cancerigenas utilizam maioritariamente o metabolismo glicolitico numa fase ainda muito

precoce do seu desenvolvimento e ao longo do seu ciclo de vida.("”

2.1- Efeito de Warburg

Numa célula normal, a glicose é absorvida gragas aos transportadores de glicose
membranares, os GLUT. Segue-se a sua metabolizagao em piruvato, no citosol, através de um
processo de multiplos passos conhecido como glicdlise, que também produz uma pequena
quantidade de ATP."('® Esse mesmo piruvato é importado predominantemente para a matriz
mitocondrial, onde é oxidado a acetil-coenzima A pelo complexo piruvato desidrogenase
(PDH). A acetil-CoA é entao introduzida no ciclo do acido tricarboxilico (TCA), seguindo-se
a fosforilagio oxidativa (OxyPhos) para geragdo de ATP de alta eficiéncia."*'® No modelo
convencional da dindmica da energia celular, assume-se que a disponibilidade de oxigénio
determina a via metabolica ideal para a produgao de ATP, de forma a que a glicélise, como
sendo um metabolismo menos eficiente, sirva apenas como reserva para periodos de
hipéxia.” No entanto, como sera descrito a seguir, ndo é s6 a falta de oxigénio que determina
qual o metabolismo a ser utilizado.

Embora os cancros humanos apresentem uma gama diversificada de perfis metabdlicos,
o fenétipo metabdlico de Warburg é um trago generalizado associado a maioria." A glicélise
aerobica é dificil de conciliar com o modelo convencional de carcinogénese, onde a produgao
ineficiente de ATP parece inconsistente com a maximizagao da aptidao celular para a

replicagao. No entanto, a fosforilagao oxidativa, embora produza nimeros maximos de ATP,
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€ lenta para responder a flutuagoes nas necessidades da célula, ao contrario da glicolise que,
embora menos eficiente, pode aumentar a producio e o fluxo de ATP muito mais
rapidamente.'®!??% Ao longo da evolugcio do conhecimento sobre este tema, percebeu-se
que uma taxa alta de producao de ATP, mas menor rendimento, pode ser uma vantagem
seletiva a0 competir em recursos energéticos compartilhados e limitados.®” Numa célula em
constante crescimento e replicagao, as vias anabolicas, para além de altos niveis de energia,
necessitam de uma maior expressao de genes de biossintese, como aqueles envolvidos no
metabolismo de nucleétidos e aminoacidos."®® Assim sendo, a producio ineficiente de ATP
foi proposta como um mecanismo adaptativo, que pode ser usado com um meio para satisfazer
as necessidades biossintéticas da proliferagio descontrolada das células.*”?"

Outra possivel explicagao para esta mudanga de metabolismo assenta na ideia de que o
volume fisico disponivel por célula pode limitar o nimero de mitocondrias e, portanto,
qualquer energia e biomassa que excedam capacidade mitocondrial limitada precisa ser

e.?? Estes sio talvez os fatores mais importantes que conduzem

produzida a partir da glicolis
ao referido efeito de Warburg.

Foi também proposto que o efeito de Warburg confere fungoes de sinalizagao direta as
células tumorais. Duas areas envolvidas na fungao de sinalizagao sao a geragao e modulagao
de ROS (espécies reativas de oxigénio) e a modulagao do estado da cromatina. No primeiro

9 Estas sio constantemente

caso, a manutengao de um nivel equilibrado de ROS ¢é essencial.
geradas como subprodutos do metabolismo oxidativo mitocondrial.!'?’ O seu excesso danifica
as membranas celulares, acidos nucleicos e tem outros efeitos deletérios. Em quantidade
insuficiente perturba processos de sinalizagao que sao benéficos para a proliferagao celular.
Uma vez que o efeito de Warburg causa alteragoes no potencial redox mitocondrial, a
produgao de ROS é diretamente afetada. Estas utilizam NADH para o transporte de eletroes.
No entanto, quando existem elevadas taxas de glicolise, este NADH ¢ utilizado na conversao
de piruvato em lactato, via LDH, deixando a mitocondria com défice de elementos
redutores.®

Para além disso, foi documentado que a acetil-CoA (substrato para a acetilagao de
histonas), pode ser regulado pelo fluxo de glicose. O estado de estrutura da cromatina é
responsavel pela regulagao de diferentes fungoes celulares, incluindo a reparagao de DNA e a
transcricao de genes. A remogao de glicose leva a perda de acetilagao em varias histonas e

consequente diminuigao da transcrigao de genes envolvidos no metabolismo da glicose. Niveis

elevados de acetil-CoA (e glicose) podem ser suficientes para conduzir as células para a fase
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de crescimento via acetilagio de histonas.?” Estas multiplas evidéncias apontam para a glicélise
com fungoes de sinalizacao celular.

A geracao excessiva de lactato, proveniente do metabolismo adaptativo, para além de
ser um dos grandes responsaveis pela acidificagao extracelular, parece ser um uso ineficiente
de recursos celulares uma vez que cada lactato excretado da célula desperdiga trés carbonos
que poderiam ser utilizados para a produgao de ATP ou na biossintese de percursores
macromoleculares. No entanto, é eficaz porque permite a incorporagao mais rapida de
carbono em biomassa, o que, por sua vez, facilita a rapida divisao celular. Para além disso,
existem mecanismos que permitem que este lactato seja reciclado e utilizado no metabolismo
oxidativo."” Outro ponto importante é o facto de a conversio de piruvato em lactato oxidar
o NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato) a NAD", que é necessario para que
a reagdo de glicdlise ocorra. Assim sendo, repde eficientemente NAD™ para célula, onde este

é limitado e esta a ser altamente consumido.!"®

Rapid ATP Glucose Tumor
Synthesis Microenvironment

e Proposal: Increases access e Proposal: Enhances disruption of
to a limited energy source tissue architecture and immune cell
evasion

Lactate
A

Biosynthesis Cell Signaling
* Proposal: Promotes flux into Lactate * Proposal: Allows for signal
biosynthetic pathways transduction through ROS and/or

chromatin modulation

Function of the
Warburg Effect?

Figura 3 - Resumo das fungdes propostas para o efeito de Warburg. (Adaptado de Liberti M.V. et al. (2016))?%

2.2- Fator induzido por hipéxia | (HIF-1)

O desenvolvimento de hipoxia intratumoral € uma caracteristica quase universal, que
ocorre ao mesmo tempo que o rapido desenvolvimento do tumor, onde o elevado aumento
da densidade de células tumorais num curto espago de tempo, associado a uma vasculatura
tumoral instavel, inibe o acesso a corrente sanguinea. E um fator de progndstico negativo uma
vez que melhora a invasibilidade, angiogénese, potencial metastatico e desvio metabolico das

células tumorais. As mudancgas adaptativas do cancro sao primariamente mediadas pelo fator
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de transcrigao HIF, um regulador mestre que equilibra a oferta e a demanda de
oxigénio.!¥"@® Qs HIFs sio uma familia de reguladores transcricionais, compostos por duas
subunidades, que induzem um conjunto de genes alvo especificos: a regulada por oxigénio e
B independente de oxigénio.”” Existem trés isoformas: HIF-1, HIF-2 e HIF-3. O HIFI é
expresso em todas as células enquanto que o HIF-2 e HIF-3 estao presentes somente em
alguns tecidos."®

O HIF-1, para além de estar envolvido na ativagao da sinalizagao inflamatéria associada
ao tumor, € um importante mediador da troca metabdlica que nele ocorre, através da
estimulacao da expressao e atividade de algumas enzimas glicoliticas, providenciando a célula
o suporte para que ocorra o efeito de Warburg. Alguns dos seus alvos sao transportadores e
enzimas tais como: transportadores de glicose | e 3 (GLUTI e GLUT3), transportador de
monocarboxilato 4 (MCT4), trocador de Na*/H* (NHEI) e LDH.?*? Ao contribuir para a troca
de metabolismo e para o aumento de proteinas reguladoras de pH, esta a favorecer a
acidificacio do ambiente externo a célula.!'??

Outra acgao importante do HIF-I é a ativagao da transcricao de PDK | e PDK3 (piruvato
desidrogenase cinase | e 3), que irao inativar a PDH, impedindo que o piruvato se converta
em acetil-CoA através do ciclo de Krebs. Também atuam sobre a LDH, aumentando a
conversao de piruvato em lactato. Desta forma desvia o piruvato da oxidagao mitocondrial,
diminuindo a0 mesmo tempo a quantidade de ROS formado, protegendo as células do stress
oxidativo.!')('¥@

A mutacao de genes é uma realidade bem conhecida quando nos referimos ao cancro.
Um dos genes mais comumente mutados € o p53, um fator de transcricio que regula
amplamente diversas fungdes bioldgicas, tendo um papel fundamental no balango entre
glicolise e OxyPhos. Em condicoes normais, promove o OxyPhos. Uma vez mutado e

juntamente com o HIF-1, é responsavel pelo fenétipo glicolitico no cancro.!?('®

2.3 - Efeito de Warburg e o metabolismo oxidativo (OxyPhos)

Inicialmente Warburg considerou que a utilizagao da glicélise aerobica pelas células do
tumor prejudicava a sua fungao mitocondrial, ideia que veio a ser refutada por estudos
realizados mais tarde.!?*¥*)% A ytilizagdo da glicdlise é predominante, o que nio invalida o
facto da fungao mitocondrial estar intacta. A taxa absoluta de respiragao mitocondrial nas
células cancerigenas permanece comparavel as células normais, isto &, as células cancerigenas
continuam capazes de utilizar a fosforilagao oxidativa, sendo para muitas uma importante fonte

de energia. Existe, portanto, um fluxo de glicose profundamente elevado neste tipo de células,
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que é predominantemente direcionado para a fermentagao do lactato, nao havendo um
aumento proporcional no metabolismo oxidativo.('?

Smolkova et al. (201 1)*” propuseram quatro ondas de regulagio metabélica durante a
carcinogénese:

- Onda | - Transformagao de células estaminais cancerigenas (CSC) mediado pela
ativagao de oncogenes.

- Onda Il - Alta taxa de proliferacao e angiogénese comprometida causam hipoxia. Esta
induz o HIF, resultando numa elevada expressao de genes glicoliticos.

Nas ondas | e ll, o metabolismo das células favorece muito a glicdlise e inibe a OxyPhos,
ou seja, o efeito de Warburg.!'®

- Onda lIl - Sustentar a alta taxa de proliferacao das células e suas necessidades de
energia conduz as células a periodos de aglicémia e falta de nutrientes. Nesta fase, a fungao do
OxyPhos mitocondrial é parcialmente restaurada devido a reprogramagao genética.

- Onda IV - Revitalizagdo da mitocondria.!'®@”

Desta forma se comprova que o fenétipo de Warburg nao é exclusivo e a diminuigao da
funcio da mitocondria nio se verifica.!'®?"

Supondo que a quantidade de ATP é constante e a fungao da OxyPhos se encontra
diminuida, a funcao da glicdlise tem que ser aumentada para manter o balango energético da
célula. Estima-se que, por norma, a produgao de ATP pela via glicolitica nao exceda 60% da
quantidade total necessaria, pelo que a via oxidativa contribui com a restante parcela para que
esta seja alcangada.'® Assim sendo, ambas cooperam para manter o balanco energético da
célula, a fim de permitir que esta cresga e prolifere, contribuindo para a progressao do

cancro.®

2.4 - pH e regulacao do metabolismo

A glicolise aerdbica é o resultado da combinagiao de varios fatores como a ativagao de
oncogenes, perda de supressores do tumor, o microambiente hipéxico, mutages no DNA
mitocondrial (mtDNA) e a origem dos tecidos onde o tumor se desenvolve."® Do efeito de

Warburg surge um pH desregulado que parece influenciar o metabolismo usado.®('®

Ha cada vez mais evidéncias que tanto o pHi alcalino como o pHe acido sao importantes
na conducao da crescente dependéncia da glicolise e diminui¢ao da dependéncia da fosforilagao
oxidativa. O pHi alcalino, mesmo que ligeiramente acima dos niveis neutros, estimula a
atividade de enzimas glicoliticas, como a fosfofrutocinase-l (PFK-I), e inibe a
gliconeogénese."¥?" O pHi constantemente elevado pode aumentar a regulagao alostérica da

PFK-1 em mais de 100 vezes.®'” Também a atividade de LDH, que converte piruvato em
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lactato e regenera NAD" para a glicdlise, é maxima a pH 7,5.9?" Para suportar esta ideia,
experiéncias comprovaram que a alcalinizagdo maligna leva a ativagao inicial da glicélise
aerébica.!” Também o pHe baixo demonstrou ter efeitos profundos na expressio genética de

células tumorais, incluindo genes envolvidos na glicélise.!?

A dinamica complexa de interacao pH-metabolismo envolve um ciclo vicioso desde
muito cedo: a alcalinizagao dirigida ao oncogene aumenta a glicolise e proliferagao, gerando
uma necessidade de alto consumo de energia que mantém uma alta produgao de protdes que,
através de sistemas estimulados de transporte de efluxo de protdes alcaliniza ainda mais a
célula, o que conduz a uma reducio da OxyPhos e aumento a glicolise."? Desta forma, de
entre os muitos fatores alostéricos que controlam a glicolise, o pH e/ou concentragao de ides
de hidrogénio, tornou-se o fator mais significativo. Na presenga de niveis adequados de
oxigénio, o pH intracelular desempenha um papel fundamental na determinagcao do modo

como as células do tumor obtém energia.!'?

2.5 - Trocador de Na*/H* (NHEI)

O efeito de Warburg é capaz de regular a expressao de transportadores cruciais para a
captagao de glicose e envolvidos no transporte de subprodutos do metabolismo da glicose.
Como consequéncia das alteragoes da expressao funcional de bombas idnicas situadas na

r.17C% Alguns

membrana plasmatica, facilita-se a distribuicio de H" para o fluido extracelula
desses transportadores incluem: MCTs (envolvidos no transporte de monocarboxilatos,
como o piruvato e lactato), transportadores Na*/HCO3" e NHEI, NHE2, NHE4."") No que
se refere a transportadores responsaveis pela regulagao de pH, o NHEI, a isoforma mais
abundante dos trocadores NHE, é um dos bioelementos mais bem estudados. Este é um
regulador de pH do citoplasma e de organelos intracelulares, assim como é responsavel por
outras atividades biologicas e fisiologicas tais como: homeostase, adesao, migragao e
proliferacio.!”®? E yma proteina transportadora de membrana, constituida por dois
dominios:

i) Um dominio de membrana N-terminal hidrofébico que contém | a 500
aminoacidos e uma estrutura secundaria com |2 elementos transmembranares. A atividade de
transporte é atribuida a este dominio uma vez que o N-terminal é responsavel pela troca de
H* intracelular pelo Na* extracelular, mantendo assim um pHi elevado.?®¢?

i) Um dominio citoplasmatico, com cerca de 501 a 815 aminoacidos (cauda C-

terminal).?®¢® E ativado durante a transformacio dependente de oncogenes mediada por

varios estimulantes presentes no microambiente como: fatores de crescimento, hormonas,
(17)
4|

enzimas e bioelementos metabdlicos (baixa quantidade de nutrientes, pH acido e hipoxia).



O NHEI esta sempre ativo na maioria das células, podendo o valor de pHi oscilar até
7,8.270% Esta secrecio de protdes aumentada, especifica de células cancerigenas, que inicia um
gradiente de pH e protoes invertido, aparece logo nos primeiros passos da transformagao
neoplasica. Tal acontece porque existe um aumento significativo da glicolise desde o primeiro
momento, o que acompanha o aumento da atividade de NHEI. O aumento da sua expressao
esta muito associado a progressao e formagao de novas metastases, assim como a sua inibigao

tem sido estudada como tratamento.'?

3- Caracteristicas do microambiente tumoral (TME)

O microambiente que caracteriza as células cancerigenas, nomeadamente o seu pH
desregulado, representa uma grande influéncia em varios processos ligados ao cancro.

No que diz respeito a proliferagao e sobrevivéncia das células:

- Desde cedo se reconheceu que o pHi mais elevado era um sinal permissivo, mas nao
obrigatorio, para o aumento da proliferagao celular. Tal acontece porque, em células em
interfase, o aumento de pHi no final da fase S do ciclo celular promove a transicaio G2/M. O
perfil genético de linhas celulares de fibroblastos deu uma pista de como isto poderia
acontecer: o pHi prolongadamente elevado aumenta os niveis de ciclina Bl e de fosfatase
cdc25. Uma complexa cascata de reagoes, leva ao aumento de Cdkl ativa, promovendo assim
a entrada e transicio G2/M.®@®)

- No caso da apoptose, a morte celular programada é desencadeada pela libertagao de
citocromo ¢ pela mitocondria, o qual ird ativar enzimas catabdlicas, incluindo as caspases. A
ativagao de caspases mediada por citocromos requer acidificagao citosdlica, sendo que
apresentam maior atividade entre pH 6,3-6,8. Uma vez que o pHi das células cancerigenas se
encontra elevado, este processo pode ser bloqueado, nao culminando na desejada morte
celular.®

- Um pH mais elevado também confere uma vantagem adaptativa ao permitir que sejam
ultrapassados os pontos de verificagao/regulagao que seriam realizados ao longo do ciclo
celular, para certificar que durante a divisao nao ocorreram danos graves, como ao nivel do
DNA, por exemplo.?" Percebemos, desta forma, que a dinimica de pHi desempenha um papel
importante quer na proliferagao celular e na apoptose, quer no aumento da instabilidade
genética destas células, o que permite que as células se vio multiplicando indefinidamente.®®"

Como todos os tecidos, os tumores também precisam obter os nutrientes necessarios
e eliminar os residuos metabolicos produzidos através da corrente sanguinea. Por este motivo,

a angiogénese, que consiste na formagao de novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes,
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esta intimamente ligada a progressao do cancro. Evidéncias sugerem que as células do estroma
no microambiente do tumor desempenham papéis criticos na ativagao e manutengao da

14)

angiogénese cronica tumoral.!¥®Y Para além disso, indicam que o lactato produzido neste meio

@Y Ao contrario da

pode ser consumido pelas células endoteliais e estimular a angiogénese.
vasculatura normal, a vascularizagdo neoplasica ocorre de forma desordenada, resultando
numa vascularizagao caodtica e funcionalmente pobre, incapaz de atender as necessidades de
oxigénio e nutrientes e permitir a eliminagao de produtos metabdlicos, o que vai contribuir
para que o pHe seja ainda mais baixo."'"'"*) Entre os vérios tipos de células estromais envolvidas
neste processo, os TAMs (macréfagos associados a tumores) sio um dos mais importantes.®"
No processo de progressio do tumor, uma das fungdes primarias das redes vasculares
sanguinea e linfatica é ajudar as células tumorais a escapar a vigildncia imunitaria.”’ Desta forma,
podemos concluir que as células tumorais nao s6 se conseguem adaptar a ambientes
desfavoraveis, como sao capazes de organizar as células estromais regionais de forma a que
haja uma colaboragio harmoniosa em seu favor.®"

A metilacao do DNA é uma modificagdo quimica na sua estrutura que pode levar a
remodelagao/transformagao da cromatina, alterar a disponibilidade de genes e a sua expressao.
Essa metilacio pode influenciar o desempenho de diferentes areas do DNA, como o
promotor, o silenciador, o potenciador e RNAs nao codificantes. Descobriu-se,
recentemente, que o perfil de metilagio do DNA pode estar envolvido na iniciagao do
microambiente tumoral e progressao do cancro. Um caso concreto sao estudos feitos sobre
o cancro da mama, em que se verificou que o promotor de genes chave se encontra
hipometilado, como os da proteina MDRI (proteina que confere resisténcia a multiplos
farmacos), enquanto genes envolvidos na reparagao de DNA, apoptose, controlo da
proliferagio e angiogénese estao hipermetilados.®®

Numa anadlise pormenorizada ao nivel do ambiente que caracteriza o tumor, os tumores
solidos contém uma mistura complexa de varios tipos de células, onde se incluem as células
cancerigenas e tecido estromal (células do sistema imunitario, fibroblastos, miofibroblastos,
citocinas e tecido vascular) rodeado pela matriz extracelular.”"®" Algumas destas células sio
responsaveis por libertar sinais promotores de crescimento e metabolitos intermediarios,
assim como remodelar a estrutura dos tecidos, de forma a construir o microambiente. A
reciproca comunicagao entre as células cancerigenas e este novo microambiente induz um
aumento na capacidade de proliferacio e formagio de novas metéstases.®"

Todos estes aspetos em conjunto tém influéncia na forma como se da a iniciagao e como

o cancro progride.
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4- Influéncia do pH na formacao de metastases

A invasao do tumor e formagao de metastases, associadas com a progressao neoplasica,
sio a maior causa de morte devido a cancro.!*" A aquisicio de um fenétipo mével e invasivo
€ um requisito para uma célula se tornar metastaticamente competente, e a capacidade de
uma célula epitelial migrar individualmente é uma caracteristica das células tumorigénicas.®”
Compreender os mecanismos que determinam a disseminagao metastatica de células malignas
através da invasao de tecidos distantes é talvez a questao central em oncologia. No entanto,
apesar de ser um aspeto relevante, em termos de terapia e sobrevivéncia permanece o aspeto
menos estudado e conhecido.*

A formacao de metastases envolve alteragcoes na coordenagao e regulagao de varios
processos celulares, nos quais se incluem: neoangiogénese, adesao celular (necessaria para a
fuga de células cancerigenas do tumor primario), degradacao e remodelagao da barreira da
matriz extracelular (ECM), motilidade dirigida, sobrevivéncia na circulagao e, por ultimo,
adaptacao e crescimento ectdpico no novo érgio invadido.?®C9¢?

A adaptacao das células tumorais ao seu microambiente metabdlico faz com que este
seja uma for¢a motriz fundamental na progressao do tumor para um fenoétipo metastatico mais
agressivo, que é independente das alteragdes gendmicas nas células que o constituem.¥¢% A
invasao ocorre através de uma série complexa de interagées com os tecidos do hospedeiro,
sendo que a infiltragao e penetragao do tecido normal ocorre em quatro passos bioquimicos
e fisiologicos:

i) Perda de ligagao das células tumorais as membranas basais ou ECM.

if) Degradacao direta das estruturas locais, dependente da expulsao de acido das células
tumorais.

iii) Secrecao de proteases dependentes, e ativadas, por acidez.

iv) Aumento da locomogao das células na regiao modificada.

Os passos i), iii), e iv) sio regulados pelo pHe e pHi.("”®” Um pHi aumentado e um pHe
diminuido melhoram de forma coordenada a invasao e a metastase através de mecanismos
complementares.?" O microambiente tumoral, e em particular a sua acidez, tem-se revelado
critico no controlo da capacidade de invasao e consequente progressao maligna. Pode ser
considerado um principio estratégico utilizado pelo cancro, uma vez que apenas esta a tirar
partido de um efeito colateral do seu metabolismo."* Evidéncias revelam que sensores de pH
controlam etapas distintas da migragao celular, havendo especificidade na sinalizagao de pH e
na capacidade do pH coordenar simultaneamente mdltiplos processos envolvidos em

comportamentos celulares complexos.®"
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O aumento do pHi é necessario para a migragao dirigida das células, incluindo a
remodelagao de filamentos de actina e adesao de substratos celulares criticos para a células
moveis, e por isso tem sido associado a fenétipos de invasio celular.®®" Na migracio de
células normais, as mudancas na dinamica de pHi permitem a remodelagdo da adesao
citoesquelética e focal, uma vez que o aumento de pHi diminui a estabilidade das adesoes
focais e aumenta a taxa global de migracio celular.®

Um dos principais sistemas sensiveis ao pH nas células é o citoesqueleto de actina. A
montagem de estruturas globulares (actina-G) para filamentosas (actina-F), bem como o
processo de desmontagem, conduzem a diferentes papéis nos processos e comportamentos
das células cancerigenas. Esta montagem requer um pHi>7,2 e alteragoes de 0,3-0,4 unidades
induzem diferencas dramaticas na arquitetura dos filamentos de actina.'® Isto deve-se ao facto
da atividade das proteinas de ligagao a actina serem dependentes de pH, como é o caso da
cofilina e talina.?" A cofilina é responsavel pela desmontagem da rede de filamentos de actina
em uma extremidade, deixando-a livre, o que permite a ligagdo 2 membrana plasmatica.®'®

Por sua vez, o papel da talina na adesao focal passa por se ligar a actina-F, ligando os filamentos

desta as aderéncias focais. Esta ligagao diminui a um pH>7,2, permitindo uma rotagao mais
@16

rapida da adesao focal e um aumento da migragao da célula.

Local de ligagdo
S 3 actina-F

Cofilina

Talina

Figura 4 - Estrutura de proteinas de ligagao a actina, Cofilina e Talina, cuja atividade influencia a migragao de
células cancerigenas. (Adaptado de Webb B et al. (201 1))@"

A polaridade das células migratorias (que leva a um movimento polarizado) é dependente
da atividade da GTPase CDC42 de baixo peso molecular e requer um aumento do pHi.
Embora a GTPase CDC42 nao seja diretamente regulada por alteragoes de pH, varios fatores

trocadores de nucledtidos de guanina (GEFs) que a estimulam estao ativos a pHi superior a

45



7,2.19) Além disso, o aumento do pHi foi proposto como necessirio para a transi¢io
. |. |- . I 4 | .d . . d ’ (8)
epitelial-mesenquimal, que esta envolvida nos primeiros passos da metastase.

Como ja foi referido, os tumores solidos podem ser altamente acidos. Este baixo pH
extracelular tem sido associado a transformagao tumorigénica, rearranjos cromossomicos,
desagregacao da matriz extracelular, aumento da migragao e invasao das células e inducao de
fatores de crescimento e proteases.(”)(”) A invasao é dependente da protedlise pericelular das
barreiras da ECM. Essas barreiras impediriam a fuga de células tumorais da arquitetura tecidual
normal e eventual passagem pelas paredes dos vasos sanguineos. No entanto, o pH baixo do

. . . .. . (30) [
microambiente fornece um ambiente proteoliticamente ativo em volta do tumor. E
responsavel pela atividade de proteases secretadas pelas proprias células do tumor e por

. . . . (14) . ~ .
células do microambiente estromal que o rodeiam."” Durante a invasao, as células
cancerigenas usam catepsinas secretadas, intracelulares ou localizadas na superficie, serina
proteases e metaloproteinases de matriz (MMPs) para clivar, remover e remodelar
proteoliticamente diferentes tipos de substratos de ECM na superficie celular, incluindo

®(% Para além de aumentar a sua atividade, também é capaz de

colagénios e fibronectinas.
aumentar a sua produgao e secre¢ao, como € o caso das formas ativas de catepsina D,
catepsina B, catepsina L, metaloproteinase 9 e 2 (MMP9 e MMP2) e da metaloproteinase ligada
a membrana (MT-MMP).!¥ Embora algumas MMPs nao estejam otimamente ativas em valores
baixos de pHe, a sua conversao do estado latente para a forma ativa é dependente das
atividades proteoliticas de outras familias de proteases, que tém maior atividade em pH acido,
como é o caso da catepsina B.*"®% No caso das MMP3 e MMP9, valores mais baixos de pHe
tém influéncia direta no aumento da sua atividade.?"” Para além da clivagem de proteinas, as
proteases também sio responsaveis pela degradagio de glicosaminoglicanos.®?
Como evidéncias do que foi acima exposto temos:

i) O pH baixo demonstrou estimular a libertagao de catepsina B e MMP9,
presumivelmente através do aumento do volume lisossémico e a estimulagao da migragao
lisossomica para a membrana celular, ambos observados em células cancerigenas invasivas.

ii) Redugao da capacidade invasiva da célula causada pelo aumento de pHe e pela
incubagao de células em ambiente com inibidores de varias proteases que sao secretadas.

iii) A funcao do NHEI alterada diminui a atividade de MMP9, bem como a expressao
do gene que o codifica.®”

O NHEI contribui significativamente no processo de degradagao da matriz através da
acidificagado do meio extracelular, fornecendo as condigoes ideias para a atividade das enzimas,

ou por efeitos na expressio e localizagio de MMPs.®® Foi identificado como sendo o

46



transportador envolvido na ativagao, dependente de acidificagao do pHe, da catepsina B, MMP-
2, MMP-9 e o MTI-MMP.!Y Além disso, evidéncias recentes indicam que o NHEI tem um
papel importante na coordenagao direta da motilidade das células tumorais e invasao
independentemente das alteragoes no pHe. O estabelecimento de polaridade celular e
movimento dirigido em uma célula invasiva requer uma remodelagio dindmica do
citoesqueleto e uma redistribuicaio do NHEI ativado para a ponta do compartimento do
pseudopodes, estrutura envolvida na migracao celular. Como prova da importancia do NHEI
sabemos que a inibicao farmacologica do NHE| bloqueia a formagao dessa estrutura invasiva
e a capacidade de invadir.®?¢%

O pHe acido também mostrou aumentar a motilidade das células tumorais promovendo
a formagao de pseudopodes em células menos invasivas. Por sua vez, o pH baixo induz
aumento do ndmero e do comprimento desses pseuddpodes. Tanto a protusio do
pseudopodes quanto o comportamento migratorio sao reduzidos pelo aumento do pHe, que
inibe a atividade de proteases secretadas e bloqueia a atividade do NHEL.®

Por ultimo, o pHe diminuido aumenta a migragao e invasao através do efluxo de ides e
expulsio de H" que levam ao influxo obrigatério de 4gua, resultando em inchago osmético e
na abertura de canais de aquaporina. Esses efeitos aumentam a migragao celular e a formagao
de bolhas na membrana, um importante processo no movimento amebodide de células
altamente metastaticas.*"

Um exemplo da acdo direta do pH na metastase é o caso concreto do melanoma
humano. As suas células migram mais rapido a um pHe de 7,0 em comparagao com 7,4, que
foi atribuido ao facto do pH regular a dinamica das ligagoes integrina-ECM. Em causa nao esta
a facto de afetar a afinidade da ligagao da integrina as proteinas da ECM, mas sim a avidez da
integrina.®"

Todos os processos apresentados, em conjunto, culminam na migragao das células do
tumor ao longo da ECM (adesao focal), e a extravasao e invasao através da ECM para os vasos
sanguineos (digestao focal), onde sao transportadas e sao capazes de metastizar noutras partes
do corpo.®?

Estes exemplos de proteinas e comportamentos celulares dependentes do pH revelam
potenciais alvos terapéuticos e estratégias baseadas na utilizagao de alteragoes no pH para
controlar a metastase das células tumorais. O potencial de modulagao do pHe para reduzir a
metastase de células tumorais foi demonstrado num teste no qual ao administrar oralmente
bicarbonato a camundongos, aumentou-se tanto a capacidade tamponante sistémica quanto o

pHe e inibiu metastases experimentais e espontineas.®”
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5- Forma como o pH influencia respostas do sistema
imunitario

Um outro componente importante em todo o processo de desenvolvimento do cancro
€ o sistema imunitdrio que tem trés importantes fungoes: monitorizar a homeostase dos
tecidos, proteger contra patogénicos invasores e eliminar as células danificadas. No caso
concreto do cancro, o reconhecimento e eliminagcao das células tumorais nascentes ¢é
essencial.”’ O processo dinimico de resposta imune no cancro pode ser dividido em trés
etapas: eliminagao, equilibrio e fuga. Essas trés etapas também ilustram o papel do sistema
imunitario na iniciagao, progressao e invasio do cancro.®”

Os tumores geralmente exibem grandes quantidades de heterogeneidade intratumoral
em escalas gendmicas, fisiologicas e anatdmicas.’®  As suas células tumorais
tém antigenicidade intrinseca, o que significa que elas nao podem evitar ser reconhecidas
por subgrupos especificos de células imunes, no entanto, aprendem muito rapidamente como
escapar do reconhecimento imunitario através do desenvolvimento de mecanismos
sofisticados que travam respostas imunitarias. Assim, nao apenas sobrevivem em hospedeiros
imunocompetentes, como também proliferam, progridem localmente e disseminam-se
sistemicamente, superando as tentativas de defesa por parte do sistema imunitario. Uma das
forgas motrizes que tornam o microambiente tumoral (TME) um meio hostil para as células
imunes antitumorais decorre da hipdxia e da cascata de reagoes bioquimicas que conduzem
a acidez local, apontando para um efeito inibitorio sobre algumas células de defesa do
hospedeiro. Mesmo se os subgrupos de células imunes diversificadas forem diferencialmente
sensiveis ao pH baixo e adotarem solugoes heterogéneas para sobreviverem as condigoes
acidas, as disfungoes metabolicas que caracterizam o local do tumor sao, sem duvida, um
obstaculo para respostas imunes efetivas e um alvo atraente para a imunomodulagao do
cancro.!'? Até ao momento, muitos mecanismos responsaveis pela disfungio de células imunes
no TME foram identificados. Alguns sao mediados diretamente por fatores produzidos por
tumores, enquanto outros resultam de alteragées da homeostase normal do tecido que
ocorrem na presenca do cancro.®”

As células cancerigenas sintetizam proteinas aberrantes que sao apresentadas através do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC-I / Il) e podem ser indutores potentes da
vigilancia imunitaria. No entanto, sabe-se que os cancros inibem a fungao imunitaria. A
acidez podera conduzir a fuga ao sistema imunitario, nao apenas por cansago de células

efetoras antitumorais (por exemplo, Células T e Natural Killers (NK)), mas também
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promovendo o recrutamento e a atividade de células imunes protumorais imunossupressoras,
incluindo células supressoras derivadas de mieloides (MDSCs) e células T reguladoras
(Tregs)."” Num processo complexo e que envolve miltiplos passos, a morte de células
tumorais por efetores inatos, particularmente células NK, ativa a resposta das células T CD8".
Mais detalhadamente, fagocitos residentes, incluindo células dendriticas (DCs), eliminam os
detritos celulares contendo antigénios libertados no TME. As DCs migram, para os nodulos
linfiticos, e apresentam os antigenos aos linfcitos T CD8", preparando-os gragas a adequada
co-estimulagdo e citocinas que sio fornecidas. A partir daqui, células T CD8" ativadas sio
levadas a expansao clonal e a entrar no sangue, para eventualmente se dirigirem ao local do
tumor através de vias de adesao definidas. Apés a ancoragem em células cancerigenas que
expressam antigénios, essas mesmas células libertam granulos citoliticos que causam a
apoptose dos seus alvos.'” Este processo, recentemente definido como "ciclo de imunidade
do tumor", pode erradicar focos de tumores nascentes e contribui para a vigilancia imunitaria
do cancro."”®® No entanto, na maioria dos cancros, as células cancerigenas sobrevivem ao
ataque do sistema imunitario e dao origem a estimulagao imunitaria cronica e ao inicio de uma
complexa rede de disfungdes imunes associadas, que sao responsaveis por uma fuga imune
adicional e progressiva. A persisténcia do antigénio tumoral forga as células T a entrar em um
estado imunitario bem definido, conhecido como “exaustao”, no qual estas células perdem a
maior parte de suas propriedades efetoras e sobrevivem em uma espécie de paralisia
funcional.'” Concomitantemente, como parte do processo fisiolégico que controla
a autoimunidade , Tregs, MDSCs, macroéfagos e neutréfilos associados a tumores (TAMs e
TANSs, respetivamente) sao recrutados para o local Juntos, eles tentam controlar a
superestimulagao imune mas, involuntariamente, sustentam a progressao e a disseminagao do

tumor.!'%

5.1 - Células Natural Killers (NK)

As células NK sao importantes células imunorreguladoras, que interagem com outras,
como as células dendriticas, células T, macrofagos e células endoteliais através da secregao de
citocinas, como IFN-y. Sao células efetoras que constituem a imunidade inata, sendo a primeira
linha de defesa do sistema imunitario no controle do crescimento tumoral e progressao para
metéstase.'?® As células NK circulantes estdo na sua maioria em fase de repouso, mas a
ativagao por citocinas leva a infiltragao tecidual. Uma vez reconhecido o alvo, a sua capacidade
citotoxica pode culminar na apoptose de células tumorais.!”

Similarmente a outras populagoes de células imunes, as células NK podem ser afetadas

pelo metabolismo do tumor e seus produtos.('” A sua fungio demonstrou ser regulada pelo
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pH extracelular. Estas células tém uma agao antitumoral através da secrecao de IFN-y e

®7)  Estudos, realizados in vitro,

moléculas citotdxicas como a perforina e granzima.
demonstraram que a libertagao de perforina e granzima dos granulos, a secregao de IFN-y,
IL-4, TNF- a e a resposta citotdxica contra células tumorais foram marcadamente inibidas em
valores baixos de pH, na faixa de 5,8 a 7,0. Inibicao semelhante da fungao das células NK é
induzida pelo acido lactico. Além disso, um pH extracelular abaixo de 7,2 influenciou a sua
ativagao. Estas células parecem ser sensiveis ao aumento de lactato, que inibe a regulagao
positiva do fator nuclear de células T ativadas (NFAT) e, consequentemente, prejudica a sua
funcao e sobrevivéncia. Curiosamente, a supressao da fungao das células NK por pH baixo
mostrou estar associada a inibicao da sinalizagao do alvo de rapamicina em mamiferos
(mTOR), uma via critica envolvida na ativagao tanto de células T convencionais quanto de
células NK. ®® De facto, a acidez tumoral é reconhecida por exercer um papel importante na
facilitacao da fuga do tumor proporcionada pelas células NK, diminuindo assim a atividade
antitumoral destas.'?

E importante notar que as alteracdes da atividade citotoxica pareciam ser de natureza
permanente. As células NK cultivadas em primeiro lugar em pH baixo nao se recuperaram
apos o tamponamento do meio de cultura, indicando um dano irreversivel.”

A inibicao da vigilancia de tumores mediada por NK devido a acumulagao de acido lactico
associado a lactato desidrogenase A (LDHA) foi recentemente demonstrada em
imunocompetentes. Em ratos C57BL/6, nos quais tumores com a produgao reduzida de acido
lactico apresentavam um desenvolvido mais lento do que os tumores de controlo, mostraram
um aumento da infiltragao de células T e células NK produtoras de IFN-y, em relagao ao
controlo.'?¢® Resultados semelhantes foram obtidos com um modelo de cancro pancreitico,
corroborando a evidéncia de que o lactato pode inibir a atividade das células NK in vivo.
Adicionalmente, doentes com leucemia apresentaram defeitos tanto na interagao de células
NK com células tumorais, quanto na sua atividade citotoxica, e em doentes com cancro
colorretal, as células NK exibiram profunda incapacidade de desgranular e produzir
citocinas.'” Um outro estudo demonstrou que a acidose tecidual compromete a produgio de
IFN- y pelas células NK, e que a alcalinizagao sistémica por administragao oral de bicarbonato
aumenta a produgao de IFN- y e a infiltragcao de células NK no tecido tumoral, retardando o
crescimento do tumor. Além disso, in vitro, comprovaram que o lactato inibe a citotoxicidade
das células NK e que este efeito supressor foi amplificado quando os ensaios foram realizados

(38)

em baixos valores de pH. Embora nao tenha sido diretamente demonstrado, pode-se
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especular que muitos dos defeitos relatados da atividade das células NK em doentes com

cancro poderiam ser, pelo menos em parte, atribuidos a acidez que caracteriza o TME.(?

5.2 - Células dendriticas (DCs)

As DCs sao células apresentadoras de antigénios altamente especializadas, com uma
capacidade unica de estimular células T em repouso, que induzem a ativagao e regulagao de
respostas imunes antitumorais, desempenhando um papel importante na conexao da

@)B9C8) Elas sio responsaveis pela indugio de respostas imunes

imunidade inata e adaptativa.
primarias, mas também desempenham um papel critico na determinagao do tipo de imunidade
mediada por células T, bem como no silenciamento da resposta imune contra auto-
antigénios. DCs nao representam uma populagao celular homogénea; em vez disso, existem
diferentes subconjuntos de DCs funcionalmente especializados, e cada um deles apresenta
plasticidade fenotipica e funcional em resposta a diversos estimulos. A producao de DCs
totalmente competentes envolve duas etapas principais: diferenciagao de DCs de precursores
do sangue e maturagao em células fortes apresentadoras de antigénios. De fato, ao encontrar
padroes moleculares associados a patogénios (PAMPs), padroes moleculares associados a
perigo (DAMPs) ou citocinas inflamatorias em tecidos periféricos, as DCs sao ativadas e
passam por um processo de maturagao que leva a uma capacidade aumentada de ativar células
T.(38)

Células dendriticas associadas ao tumor (TADCs) desempenham um papel ambiguo na
progressao do cancro. Estas contribuem para a vigilancia imunitaria antitumoral, uma vez que
podem apresentar antigénios tumorais e iniciar respostas especificas de células
T antitumorais . A sua presenca em tumores sélidos correlaciona-se positivamente com a
sobrevida prolongada do paciente, reducao da incidéncia de metastases, atraso na progressao
e um prognostico favoravel. No entanto, as DCs frequentemente exibem um fenotipo imaturo
ou disfuncional. O TME pode alterar a diferenciagao de precursores hematopoiéticos em DCs
e prejudicar as fungoes de DCs em multiplos niveis, inibindo a sua maturagao e diferenciacao
ou induzindo DCs imunossupressoras.'” Desta forma, ha uma mudanca metabdlica das DCs
de um fendtipo antitumorogénico para um fenotipo tolerogénico, caracterizado por baixa
expressao de moléculas co-estimuladoras, reduzida capacidade de apresentagao de antigénios
e reduzida capacidade de induzir respostas especificas das células T.'9®” Também foram
descritos sub-conjuntos de DCs reguladores, que suprimem diretamente as respostas imunes
antitumorais e promovem a expansio de Treg.('”

A acidose extracelular mostrou-se capaz de modular tanto a diferenciagao quanto a

maturagao das DCs. Estudos comprovam que a acidose lactica prejudica a diferenciacao de
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mondcitos em DCs. ®® Os mesmos relataram que a diferenciacio de DCs, em meio com 4cido
lactico, reduziu a expressao basal de CDla, um marcador de DCs derivadas de monocitos, e

10)(38)

mostram capacidade reduzida de produzir IL-12. Estes efeitos imunosupressores

mediados pelo acido lactico sao dependentes do pH, uma vez que foram revertidos através da
regulacio do pH para valores neutros."'”

Enquanto as DCs imaturas em repouso exploram a B-oxidagao de lipidos e OxyPhos,
durante a maturagao e ativagao trocam o seu metabolismo para glicolise aerébica, gerando
acido lactico. Assim, é necessario que o lactato seja expulso através de MCTs, que podem ser
bloqueados uma vez que existe elevada concentragao de acido lactico no exterior das DCs,

prejudicando o seu metabolismo.!”

5.3-Células T

As células T sao dos principais componentes celulares da resposta imune adaptativa aos
neo-antigénios.®® De acordo com os diferentes grupos de diferenciagio, as células T sio
divididas em células CD4" T (células T auxiliares, Th) e células T CD8" (células T citotdxicas,
Tc). Estes secretam IFN-y, TNF-a e IL-17, que possuem efeitos antitumorais.®®

Embora o sistema imunitario possa contar com um grande arsenal de componentes
celulares e moleculares para combater o cancro, evidéncias clinicas e pré-clinicas apontam
para as células T CD8" como elementos-chave na rejei¢io do tumor imunomediado. O inicio
espontineo de células T CD8" especificas, resultando na infiltragio tumoral, é de facto um
fator prognostico positivo independente na maioria dos cancros soélidos. As células T
CD8" reconhecem determinantes antigénicos de proteinas tumorais, com a sua expressio
quantitativa ou qualitativamente alterada, como consequéncia da transformagao
neoplasica. Entre eles, um papel dominante estd a ser atribuido aos chamados “neo-
antigénios”, decorrentes de mutagoes nao-sinonimas que ocorrem devido a instabilidade
genética intrinseca das células cancerigenas."'”

Uma vez reconhecido o antigénio, ha libertagao local de granulos contendo perforina,
que formam poros na membrana das células tumorais e causam desequilibrio osmético e
apoptose, através de moléculas que danificam o DNA (por exemplo, granzima). A ativagao
de células T também estd associada a expansio clonal e a producio de citocinas
imunoestimulantes, cuja libertagao é fundamental para sustentar a imunidade antitumoral e
desenvolver meméria imunitaria a longo prazo.!?

De forma similar aos tumores, as células T estimuladas explorama glicdlise
aerdbica para manter a sua alta taxa proliferativa, aplicando assim o efeito de Warburg para

manter os intermediarios glicoliticos em niveis elevados em apoio as reagdes anabdlicas ao
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nivel intracelular, o que lhes permite manter a sobrevivéncia e atividade.'?®® A glicélise
elevada reduz significativamente a disponibilidade de glicose e, embora as células cancerigenas
possam entrar em quiescéncia na auséncia de glicose, as células T ativadas nao sobrevivem
sem esta. Assim, a glicose reduzida, sozinha, coloca as células T em desvantagem quando
tentam expandir para um ambiente 4cido.®® As células T usam glicélise durante a ativacio e
exportam o lactato através do MCT-I. No entanto, tal como nas células dendriticas, a
eliminagao de lactato para o meio extracelular depende do gradiente entre as concentragoes
de acido lactico citoplasmatico e extracelular. Considerando que o MCTs co-transportam
lactato e protoes seguindo o gradiente de concentracao, a alta concentragao de acido lactico
(lactato + protoes) que caracteriza o TME bloqueia o MCT-l, o que resulta no
comprometimento da fun¢do de células T CD8", como demonstrado pelo aumento da taxa
de apoptose, redugio da producio de IL-2, IFN-y, perforina e granzima.('%¢®

Curiosamente, acido lactico e HCI mostraram induzir diferentes padroes de supressao
nas células T. De facto, o acido lactico, mas nao o HCI, suprimiu marcadamente a produgao
de IFN- y e IL-2 por células T CD8" estimuladas e também promoveu a morte celular. O forte
e, portanto, perturbagido do metabolismo das células T.®® Por sua vez, a acidificagio induz um
estado anérgico em linfocitos T CD8", resultando em redugdes severas na atividade citolitica,
secrecao de citocinas, regulagao negativa de IL-2Ra (CD25) e TCR (recetor de células T).
Também foi relatado que o pH baixo afeta a mobilidade da membrana plasmatica e dos
microtlbulos, levando a diminuicao da associagao de diferentes componentes do TCR com
CDS8 ou outros co-recetores, contribuindo assim para a anergia das células T.¢9¢%

Um pH tao baixo quanto 6,6 levou a diminui¢ao da ativacao e proliferagao, bem como
diminuicao da secregao de citocinas e progressao do ciclo celular. No entanto, uma ativagao
mais forte das células T, por exemplo, ao utilizar o sinal CD28 co-estimulatério, restaurou a
funcdo completa, indicando que a acidez pode aumentar o limite de ativacio nas células T. %
Por ultimo, células T sao altamente dependentes da atividade do mTORCI para lidar com seus
requisitos metabolicos para ativagao e diferenciagao. O pH baixo inibe a atividade da mTORCI
em linhas celulares humanas para além de suprimir acentuadamente a atividade do mTORCI
em células T CD4" e CD8".%®

Demonstrou-se, in vitro, que o aumento do pH da cultura pode reverter a anergia das
células T e que a exposi¢ao a longo prazo ao pH baixo pode causar danos permanentes ou

36)

induzir a apoptose das células T.?9®® Por outro lado, a reversio da acidez pelo bicarbonato

parece estar associada a normalizacao da vasculatura tumoral, o que obviamente contribuiria
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para melhorar o retorno das células T ao local do tumor.'® E digno de nota que o aumento
do pH intratumoral com bicarbonato de sédio oral num modelo de camundongo aumentou
as respostas antitumorais de células T. Para concluir, a supressao da fungao das células T pelo
acido lactico mostrou ser um fenédmeno reversivel apés um periodo de recuperagao de 24

horas em meio isento de acido lactico.®®

5.4 - Células T reguladoras (Tregs)

Viérios mecanismos de fuga tém sido estudados, e um dos que parece estar omnipresente
em todos os cancros e claramente associado a progressao da doenga é a acumulagao de células
Treg.®® O seu estado de ativagio e frequéncia tém sido associados a um mau prognéstico em
doentes com cancro.!?®® Em condigdes fisiologicas normais, Treg tém um papel benéfico na
prevencio da autoimunidade.®® No entanto, o ambiente metabédlico, hipéxico e com poucos
nutrientes, revela-se prejudicial para a ativagao e expansao das respostas antitumorais das
células T enquanto é permissivo para o acumulo de células imunossupressoras como as
Tregs. Acumuladas no TME, desempenham um papel crucial no amortecimento da resposta
antitumoral.'” Elas expandem-se, migram para locais tumorais e suprimem as respostas
antitumorais das células T.®® Estudos recentes demonstram claramente que as Tregs
infiltrantes tumorais exibem assinaturas transcricionais Unicas, as quais, além de
testemunharem um estado avangado de ativagao, também indicam que os Tregs expressam
uma grande variedade de recetores de quimiocinas. A hipéxia e a acidez aumentam a
expressao intratumoral de quimiocinas e, assim, facilitam o recrutamento ativo de Tregs que
expressam os recetores correspondentes.'?

O TME 4cido pode afetar a homeostase de Trege potencializar suas fungoes
supressoras. Uma nova visao de comunicagao célula-a-célula estd a emergir e, nessa rede
funcional, um papel proeminente é desempenhado pelos exossomas nas sinapses. Um estudo
indica que os exossomas de Treg e o seu conteudo especifico de miRNA contribuem para a
supressao da proliferacao e atividade das células T convencionais mediada por Treg. Em varios
tipos de células, especialmente em células tumorais, a libertacio de exossomas é fortemente
aumentada pela hipoxia e pelo ambiente acido . Assim, é razoavel especular que estes dois
fatores, induzidos pelo tumor, aumentam a libertagao de exossomas de Treg, fornecendo um
possivel mecanismo adicional para melhorar a imunossupressio.'”

Evidéncia acumulada indica que Tregs possuem requisitos metabdlicos em conformidade
com a baixa disponibilidade de glicose, garantindo a sua diferenciagao e a sobrevivéncia. Este
tipo de células enfrenta essas condigoes extremas, obtendo energia através da OxyPhos. Para

o seu suprimento de energia, os Tregs podem explorar fontes de combustivel alternativas a
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glicose e, portanto, provavelmente nao sao afetados pela competicao da glicose que ocorre
no local do tumor."” No entanto, os residuos metabélicos das vias glicoliticas, como o lactato,
promovem, de fato, a atividade das Tregs.

Em conclusao, o microambiente tumoral possui fatores que contribuem sinergicamente
para um ambiente Treg vantajoso em doentes com cancro. De fato, uma analise protedmica
demonstra que as Tregs isoladas de locais tumorais tém um perfil diferente das Tregs
sanguineas periféricas, que sao altamente glicoliticas e anérgicas, fornecendo provas de que
ocorreu uma reprogramagao metabdlica, enfatizando a plasticidade e a sua capacidade

superior de adaptacio as condi¢des dirigidas por tumores, permitindo a sua adaptagio.'”

5.5 - Células supressoras derivadas de mieldides (MDSCs)

As células mieldides sao uma populagao altamente heterogénea, dividindo-se em células
mieldides mononucleares e células mieldides granulociticas. As primeiras consistem
principalmente em mondcitos, macrofagos e células dendriticas (DCs), podendo os monocitos
diferenciar-se em macréfagos e DCs sob algumas condi¢oes inflamatérias.” Doentes com
diferentes histologias de cancro geralmente apresentam acumulo patolégico de células

)39 Esse fendmeno decorre do condicionamento

mieldides aberrantes no sangue.!’
da mielopoiese da medula 6ssea por fatores sistémicos produzidos pelas células tumorais, que
provoca uma mobilizagao de células imaturas. As MDSCs estao entre os reguladores negativos
mais potentes da imunidade adaptativa e inata, e o seu acumulo estd associado a
. ~ . .. (10) ’ . . e
imunossupressao e a agressividade do cancro."” Quando atraidas por citocinas e quimicinas
do ambiente tumoral, as MDSCs podem participar diretamente na formagao de nichos pré-
metastaticos e promover a metastase de células tumorais por infiltragao de tumores primarios,
e promover a angiogénese tumoral por secretar citocinas, MMP9 e fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF). Por outro lado, podem inibir a fun¢ao imunitaria, inibindo a
ativagao de células T e NK, para acelerar a progressao do tumor.'?“) Gracas a sua plasticidade
funcional intrinseca, as células mieldides podem detetar com sensibilidade as mudangas no pH
local e responder prontamente moldando o seu status e diferenciagao. Esta bem estabelecido
. . - U , « ”

que a acidez que caracteriza locais inflamatorios, incluindo o cancro, é um grande “atrator
das células mieldides. Para além das MDCSs, o baixo pH ambiental também é responsavel pela
inducao direta de uma série de mediadores proé-inflamatorios em varias células mieloides

i (10)
associadas a tumores.

Os macrofagos alteram o perfil de expressao da sua superficie celular a medida que se
polarizam, em resposta ao meio externo, entre os fendtipos anti-inflamatério (Ml) e pro-

inflamatério (M2), contribuindo para a imunorregulagio. Os macréfagos MI ‘ativados
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classicamente' podem ativar as células T e apresentar atividade citotoxica. Macrofagos M2

(36)(38)

'ativados alternativamente' expressam ligantes imunossupressores. “) O 4cido lactico e

baixo pH induzem a sua polarizagio no tipo M2.('9*

A isoforma induzivel da sintetase de 6xido nitrico (iNOS) é significativamente
aumentada em macroéfagos expostos a valores de pH abaixo de 7,0. Como o éxido nitrico
(NO) prejudica a recuperagao do pH intracelular em macroéfagos apos a carga acida, este

circuito de amplificagao tende a manter automaticamente o efeito proé-inflamatoério da acidez

da TME.(
6- Implicacoes do pH desregulado no tratamento do cancro

Cirurgia, radioterapia e quimioterapia sao as abordagens convencionais utilizadas no
tratamento do cancro. A cirurgia foi a primeira modalidade utilizada com sucesso e, em muitos
tumores sélidos comuns, a Unica terapia que proporciona a cura. Um dos maiores obstaculos
para a alcangar, na maioria dos cancros, nao é a remogao do tumor primario, mas sim a
eliminagdo de metastases. Por sua vez, a quimioterapia é a administragao de agentes
citotoxicos (oralmente ou por via intravenosa, geralmente em combinagao) resultando em
citotoxicidade para as células em repouso e em divisao. O objetivo da quimioterapia é evitar
que as células cancerigenas se multipliquem, invadam e formem metastases, culminando na
morte do paciente. A radioterapia, é usada para tratamento local.?®® Outras técnicas
convencionais utilizadas, incluem transplante de medula &ssea, transplante de células-tronco
periféricas, terapia hormonal, terapia fotodindmica, imunoterapia e terapia genética.

Um pHi patologicamente elevado e o gradiente de protoes a ele associada talvez possa
ser considerado a anormalidade do cancro mais especifica e a marca essencial de todos os
tipos de células e tecidos malignos, apresentando-se, ao mesmo tempo, como um desafio e
oportunidade para a descoberta de novos firmacos.'”?®" Estudos referem que o pH
desregulado contribui para a resisténcia a quimioterapia, radioterapia e imunoterapia.®!'” Este
tem um efeito sobre a agao dos farmacos porque a maioria possui pelo menos um grupo com
pH titulavel. Muitos dos farmacos utilizados tém alvos intracelulares e sao bases fracas que sao
protonadas (carregadas positivamente) em pH mais baixo e neutras a pH mais elevado.?" As
protonagoes variaveis podem afetar a distribuigao do farmaco entre os espagos extracelular e
intracelular, uma vez que o farmaco protonado é sequestrado nos locais onde o ambiente é
4cido, isto é, ambiente extracelular.*"™ Do ponto de vista terapéutico, o objetivo primério
duma abordagem baseada no pH para o tratamento do cancro é manipular as forgas seletivas

que controlam a dinamica desregulada do pH, de todas as células e tecidos cancerigenos, de
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forma a regredir o crescimento do tumor, controlar a invasao local e desativar potenciais
metéstases.'” Olhando para o futuro, vérias estratégias inovadoras de administracio de
medicamentos tém sido desenvolvidas para explorar o baixo pHe dos tumores e permitir a
entrega de farmacos especificos no local, incluindo nanogéis, polimersomos e micelas,
possibilitando desta forma contornar efeitos secundarios indesejaveis em tecidos
normais.'”’?") Tais estratégias podem ajudar a melhorar a eficicia dos medicamentos
existentes. No entanto, a compreensao como um aumento do pHi e um pHe diminuido
facilitam a proliferagao, sobrevivéncia e invasao pode levar a novos alvos para a terapia que
pode ser eficaz em varias classes de cancro.®"?®

E um facto bem definido que a imunoterapia é uma das abordagens mais eficazes para a
terapia do cancro.” E um campo crescente e promissor que pode levar a um melhor controlo
de cancros com altas cargas mutacionais (neo-antigénios).®® Entretanto, a terapia direcionada
para o cancro pode apresentar melhores resultados clinicos se a desregulagao do pH for
inibida. Todos os eventos anormais, que caracterizam os tumores, fazem com que o TME seja
exposto a um cocktail de varias enzimas com pH acido, sobre os quais a ECM pode ser
remodelada e até mesmo deformada, resultando num TME viscoso, com alta pressao do fluido
intersticial, que também atua como um obstéaculo 2 terapia."” No entanto, este tipo de terapia
esta em constante evolugao, e anticorpos dirigidos a reguladores de pH e compostos capazes
de modular a sua a funcao foram desenvolvidos e estio atualmente em varias fases de
desenvolvimento clinico.®®

Para estudarmos potenciais tratamentos, € essencial percebermos os mecanismos pH
dependentes envolvidos nos processos que ocorrem no tumor.®® Como j4 foi referido, o
gradiente de pH reverso é mantido pelo aumento da expressao e/ou atividade de varios
transportadores de membrana plasmatica e proteinas de efluxo acido. A rutura da homeostase
do pH pela inibigao desses transportadores e trocadores tem sido sugerida como uma
estratégia terapéutica, estando alguns desses inibidores em testes clinicos.!'?*?®) vrios
grupos demonstraram que a redugao do pHi pela supressao da expressao de transportadores
de idces ou o uso de inibidores seletivos de transportadores de ides é suficiente para
sensibilizar uma linhagem quimiorresistente. Também ¢é sabido que qualquer tentativa de
induzir de forma terapéutica a acidificagao intracelular seletiva como um tratamento
antiglicolitico aumentaria secundariamente o pH tumoral intersticial, inibindo assim o processo
metastatico. Isto representa uma abordagem racional e firme ao tratamento do cancro em

(12)(28)

todos os seus estados de desenvolvimento. Estes resultados promissores e a variedade

de linhas celulares, tipos de tumores e modelos animais nos quais a inibicao dos
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transportadores de ides foi bem sucedida, sugerem que as aplicagdes clinicas sao mais
geralmente aplicaveis do que outras terapias alvo, ou seja, tem o potencial de ser seletivamente
explorado no tratamento de vérios tipos de cancro.®('?@ Assim sendo, o préoximo passo para
a terapia parece ser a combinagao de inibidores especificos de bioelementos envolvidos na
desregulacio do pH em conjunto com agentes anticancerigenos convencionais.!'”?®
Demonstrou-se que o uso desses inibidores em combinagao com inibidores antiangiogénicos
poderia efetivamente suprimir os tumores soélidos. Uma vantagem dessa modalidade de
tratamento parece ser a indugao de menor toxicidade em comparagao com as estratégias
tradicionais de quimioterapia. Desta forma, obtemos melhores resultados no tratamento do
tumor e metastases, a0 mesmo tempo que neutralizamos resisténcias a farmacos, obtendo
uma maior sensibilizacdo das células aos tratamentos.®

Devido a importancia do NHE| em numerosos processos fisiologicos e fisiopatologicos,
associados ao aumento da malignidade do tumor, e seu potencial terapéutico extremamente
elevado no bloqueio da progressio tumoral, varios inibidores foram desenvolvidos.”
Cariporide, potente inibidor de NHEI, por exemplo, tem potencial como agente
anticancerigeno altamente promissor, minimamente toxico e realmente eficaz em uma ampla
gama de tumores malignos e leucemias, representando um novo paradigma na terapia contra
o cancro."?® Para além disso, tanto o cariporide como outros inibidores de NHEI, tém muito
pouco efeito em tecidos normais, devendo ser uma vantagem a considerar e explorar como
importante grau de especificidade no efeito anticancerigeno.!?

Também é possivel utilizar uma abordagem mais direta para neutralizar a acidez, através

) A especificidade para os tumores

da administragio de um tampao oral, como NaHCO3.!
resulta do facto de que o pH do tumor ser acido e nao regulado, enquanto o pH sistémico é
alcalino e altamente regulado. Portanto, os tampoes agem para que o pH do tumor seja
consistente com o do resto do corpo.*”? Como ja foi referido, o pH extracelular 4cido é
responsavel pelo efeito inibitorio sobre algumas células do sistema imunitario. Foram
observadas melhorias substanciais para estratégias imunoterapéuticas promissoras associadas
a terapia com bicarbonato, onde o tamponamento em combinagao com imunoterapia

394 Também a alcalinizacio crénica do

conduziu a melhores resultados e mais duradouros.'
tumor reduziu metastases espontaneas e experimentais em camundongos com cancro humano
da mama e da prostata. Estes efeitos nao foram generalizados, no entanto modelos de difusao
. . ~ . . (33) .
reativa predizem que outros tampoes com maior pKa devem ser mais eficazes."”” A terapia
com bicarbonato também esta a ser considerada para uso no mTORCI, o principal regulador

da proliferagao celular. A atividade do mTORCI diminui durante a acidose e foi recentemente
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demonstrado que as células perdem a sensibilidade a prevencao da proliferagao pela
rapamicina  (inibidor da  mTORCI). Em  experiéncias realizadas in  vivo
(xenoenxertos/aloenxertos), a terapia com bicarbonato melhorou substancialmente a eficacia

(46)

do tratamento com rapamicina.”™ Em adi¢do, a neutralizagio da acidose tumoral pela

administragao de tampoes sistémicos, tem demonstrado dificultar o crescimento do tumor
. . (38)
em modelos experimentais.

Em conclusao, controlando a dindmica desregulada do pH de tecidos cancerigenos
podemos controlar a evolugao do tumor e seu tratamento. Todas as evidéncias disponiveis
parecem indicar que isso ocorreria independentemente de diferengas patologicas, tipo de
tecido ou origem genética. Essa abordagem terapéutica também induziria muito menos
toxicidade do que os tratamentos atuais, provavelmente também terapias mais eficazes, e tem

possibilidade de se tornar uma estratégia bem sucedida no tratamento do cancro humano em

geral.'?
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7- Conclusao

Tumores sélidos exibem marcas complexas. Embora o pH seja o principal parametro
para a homeostase celular, infelizmente, este estd desregulado nas células cancerigenas e no
ambiente que as envolve.?® Através da informagdo acima exposta, podemos concluir que o
facto do pH se encontrar desregulado, provoca uma série de alteragoes em fungoes intrinsecas
em varios tipos de células, que desencadeiam a progressao e invasao de tumores solidos, tendo
um forte impacto no desenvolvimento do cancro.("”

Nos dias de hoje, o cancro é uma doenga complexa, para a qual existem tratamentos,
mas nem todos alcangam a desejada cura. Para que isso ocorra, é cada vez mais importante
individualizar a terapia utilizada. Neste campo, é imperativo continuar as estudar a doenga e
as suas caracteristicas, para desta forma perceber onde nos podemos focar para desenvolver
novas terapias ou melhorar as ja existentes, diminuindo as vantagens das células tumorais ou
explorando as suas vulnerabilidades.'?

O tratamento utilizando novas abordagens terapéuticas, e/ou combinado com
tratamentos convencionais, pode ser a chave para uma terapia mais eficaz e com menos efeitos
toxicos para o organismo do doente. Desta forma, pode ter um importante papel na
diminuigao do nimero de mortes associada ao cancro e na melhoria da qualidade de vida dos

portadores da doenga.
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