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Abreviaturas

AUE - Autorizacao de utilizagao especial

CIM - Centro de Informagao do Medicamento

DCI - Designagao Comum Internacional

GM - Gases Medicinais

HEPA - High efficiency particulate air

HNM - Hospital Nélio Mendonga

IA-SAUDE - Instituto de Administracio as Salide e Assuntos Sociais, IP-RAM
INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P.
IP-RAM - Instituto Publico da Regiao Autonoma da Madeira

MDNS - Ministério da Defesa Nacional e da Saude

RAM - Regiao Autéonoma da Madeira

SC - Servigo Clinico

SESARAM - Servico de saude da Regiao Autonoma da Madeira, E.P.E

SF - Servigcos Farmacéuticos

TDT - Técnico de Diagnéstico e Terapéutica



Introducao

O Hospital Dr. Nélio Mendonga foi inaugurado a 09.09.1973. Inicialmente foi
denominado de Hospital Distrital do Funchal, mas ficou mais conhecido popularmente como
Hospital Cruz de Carvalho, adotando o nome da localidade onde esta inserido. No dia | de
junho de 2003 o Hospital passou a fazer parte do Servigo de Saude da Regiao Autonoma da
Madeira, E.P.E., (SESARAM, EPERAM). Em 2009 o Hospital Distrital do Funchal passou a

designar-se Hospital Dr. Nélio Mendonga'.

Na Regiao Autonoma da Madeira o circuito do medicamento encontra-se sob tutela

do Instituto de Administragio de Satde (IA-SAUDE), que responde ao INFARMED.

Os Servigos Farmacéuticos pertencem ao SESARAM e garantem o fornecimento
continuo de medicamentos e dispositivos médicos aos cuidados primarios de saude que
integram 47 Centros de Saude e os Hospitais Joao de Almada, Marmeleiros e Nélio

Mendonca®.

O meu estagio nos Servigos Farmacéuticos do Hospital Dr. Nélio Mendonga teve inicio
a | de fevereiro de 2021 e termo a 30 de margo de 2021, com duragao de 280 horas, divididas

em 35 horas semanais.

I. Organizacao dos Servicos Farmacéuticos

Os SF estao divididos em: Armazéns e Sectores. Atualmente existem 3 armazéns, um
de produtos farmacéuticos (01), um de grandes volumes e um de inflamaveis que cumpre

todos os requisitos e normas de seguranga.

Os Sectores incluem a Gestao, a Farmacotecnia que contém a manipulagao de
medicamentos nao estéreis e a maquina de reembalagem Auto-Print || — para comprimidos
desblisterados e com blister, a Produgao contém a manipulagao de medicamentos estéreis e
nao estéreis e o CIM (centro de informagao do medicamento). A distribuicao integra os
cuidados primarios, urgéncias, psicotropicos e estupefacientes, o ambulatoério, distribuicao por
dose unitéria, reposicdo por niveis de stock, o Kardex®, a zona de frio e por fim a maquina de

reembalagem Blispack® Grifols — para comprimidos com blister.

O programa informatico € o SRSFARMA com a denominagao de ATRIUM, foi criado
pelo Servico de Informatica do HNM, é um programa personalizado que vai de encontro as

necessidades dos SF, apesar de apresentar muitas lacunas.



Os Servicos Farmacéuticos tém um horario permanente de 24 horas, sendo que o
ambulatério geral tem um horario de funcionamento das 8:30h as18:30h e o ambulatério de

Hemato-Oncologia funciona das 9:00h as 16:00h.

2. Ambulatorio

Os farmacéuticos do servico de ambulatério sao responsaveis pela dispensa de
medicamentos, andlise da prescricao médica, informar sobre o medicamento, preparar a dose
a administrar, controlar reagoes adversas, interacoes medicamentosas e o grau de

cumprimento farmacoterapéutico.

O regime de ambulatorio pelo Servico Farmacéutico Hospitalar cobre as terapéuticas
exclusivas hospitalares, situagoes de emergéncia em que o fornecimento dos mesmos nao
pode ser assegurado pelas Farmacias Comunitarias e ainda o cumprimento de legislagao

especifica que orientam o fornecimento de medicamentos para patologias crénicas.

Algumas dessas patologias e classes de medicamentos sao: insuficiéncia renal cronica,
doentes transplantados, fibrose quistica, doengas do foro neuroldgico e endocrinologico,
manipulados com medicamentos de uso exclusivo hospitalar, antineoplasicos, anticorpos
monoclonais, antirretrovirais (HIV), antiviricos (Hepatite B e C), hipertensao pulmonar e
antibidticos de reserva (antibioticos exclusivos hospitalares) que para ser possivel a sua
dispensa, além da receita tém de vir acompanhados de um antibiograma que justifique a escolha

daquele antibiotico pelo médico.

3. Gestao e Aprovisionamento

O farmacéutico deste agrupamento € responsavel pela gestao de stocks, elaboragao de
previsoes de consumo, atualizagao do caderno de encargos dos concursos para aquisigoes,
elaboragao do pedido de compra e nota de encomenda, aquisicao de medicamentos de uso
esporadico e de medicamentos que necessitem de autorizagoes especiais de utilizagao (AUE),
supervisao da recegao de medicamentos e outros produtos, aquisi¢ao e recegao de substancias

estupefacientes e psicotropicas.



3.1. Rececdo dos produtos farmacéuticos

A recegao implica: conferéncia qualitativa e quantitativa dos produtos farmacéuticos
rececionados com a guia de remessa, conferencia da guia de remessa com a nota de
encomenda, registo e arquivo da documentagao técnica, registo de entrada do medicamento,
movimentagao do original da guia de remessa para o servigo de aprovisionamento a fim de

permitir o pagamento pelos servigos financeiros.

3.2. Armazenagem

O espago de armazenamento deve garantir seguranga na temperatura (maxima de
25°C), auséncia de luz, humidade inferior a 60%, rotacao de stock adequada (first in first out).
O sistema de refrigeragao deve ter uma temperatura entre 2°C-8°C, deve ser isento de
condensagao de humidade e permitir o controlo e registo de temperatura. Os estupefacientes
e psicotropicos encontram-se num local fechado que apenas permite acesso ao farmacéutico
responsavel. Os produtos inflamaveis encontram-se num armazém separado com um sistema

de ventilagao proprio e um detetor de fumos.

4. Distribuicao

O farmacéutico no sector da distribuicao é responsavel pelo aviamento e dispensa de
medicamentos aos Servigos Clinicos, este periodicamente desloca-se ao SC, de forma a poder
acompanhar a visita clinica e proceder a confirmagao da prescricao médica, verificar se nao
existem interagoes medicamentosas, se o regime posologico instituido é adequado e por fim
verificar se nao existem duplicagoes de terapéutica, de forma a elaborar o perfil
farmacoterapéutico do doente em suporte informatico para que seja possivel a preparagao da

medicagao por distribui¢ao individual de dose unitaria.

Os TDT procedem a preparagao das gavetas da medicagao individual através do
Kardex® que dispensa automaticamente a medicagio, as quais posteriormente sio conferidas

pelos farmacéuticos responsaveis.

Em cada SC existe um armario de dotagao fixa, denominado de Armario de Urgéncia,
de composicao restrita e adaptada as carateristicas do SC definidas pelo farmacéutico, o
diretor de servico e o enfermeiro-chefe, a qual é da responsabilidade do farmacéutico a
reposi¢ao do nivel de stock dos medicamentos e produtos farmacéuticos como: corretivos de

volémia, desinfetantes, dieta e manipulados.



Alguns SC possuem uma Pyxis®, maquina de dispensa automética de medicamentos que
substitui os Armarios de Urgéncia, esta maquina permite uma maior seguranga e controlo,
minimizando erros de distribuicao e administragao. Diariamente é automaticamente impressa
a lista dos farmacos a repor procedendo-se ao seu aviamento pelos SF. Os servigos que

possuem este sistema sao: as Urgéncias, a Cirurgia, a Pediatria e o Hospital dos Marmeleiros.

5. Rede de Frio e Farmacovigilancia

A rede de frio é constituida por sistemas de leitura, registo de temperatura e
procedimentos de forma a garantir a preservagao dos produtos farmacéuticos em condigoes
de refrigeragao adequadas a manutengao da sua eficacia ao longo do armazenamento,
distribuicao e administragao. Se registado um desvio de temperatura, o produto fica em
quarentena devidamente identificado, para posteriormente o farmacéutico responsavel

contactar o laboratoério de forma a conhecer o procedimento a adotar.

A Farmacovigilancia permite a monitorizagao e notificagao de reagoes adversas aos
medicamentos, para tal o farmacéutico responsavel acede ao portal das Reagoes Adversas
Medicamentosas através do site do INFARMED, preenchendo um questionario ao qual é
necessario descrever a reagao adversa, o medicamento suspeito, os medicamentos
concomitantes, o doente, o profissional de saude notificador e posteriores comentarios. As

reagoes devem ser comunicadas logo que possivel e num periodo nao superior a |5 dias.

6. Psicotropicos e Estupefacientes

Estes medicamentos devido as suas carateristicas e legislagao propria tém apenas um
farmacéutico responsavel pela sua dispensa. Eles sao requisitados aos SF em modelo anexo X,
onde consta a designagao em DCI, dose, forma farmacéutica, cddigo do servigo requisitante,
numero mecanografico, nome do doente, cama/processo, quantidade prescrita, data e
assinatura do enfermeiro que administra. O anexo X é assinado pelo farmacéutico e pelo
enfermeiro apos a dispensa dos medicamentos por fim, € anexado o documento original com

a copia triplicada da receita.



7. Hemoderivados

A dispensa de derivados do plasma humano obedece a legislagao aplicada pelo MDNS
de forma a uniformizar e organizar os ficheiros hospitalares, para que seja possivel a
identificagao dos lotes/fabricantes/distribuidores dos medicamentos hemoderivados e dos
doentes aos quais sao administrados. Estes medicamentos sao: albumina, imunoglobulinas,
concentrado anti-trombina Il e fibrinogénio humano. Sao requisitados online aos SF ou através
do modelo 1804 acompanhados do modelo APR-1 com as folhas VIA SERVICO e VIA
FARMACIA, por fim sio entregues aos SC os hemoderivados requisitados acompanhados pela

folha VIA SERVICO.

8. Gases Medicinais

Os GM sao da responsabilidade dos SF, é destacado um farmacéutico para avaliar o
seu consumo, supervisionar o controlo das manutengoes da rede de distribuigao, assegurar o
cumprimento das normas, atualizar a documentagao da instalagao e controlar o prazo de

validade dos cilindros armazenados.

O farmacéutico assume o compromisso de acompanhamento farmacoterapéutico,

vigilancia e gestao do risco, de forma a ser possivel a utilizagao racional dos gases medicinais.

Os GM podem ser considerados medicamentos como: Ar medicinal, Oxigénio,
Protoxido de Azoto, Protoxido de Azoto + Oxigénio, Oxido Nitrico e Xénon, ou podem ser
considerados dispositivos médicos como: Argon, Azoto liquido, Diéxido de Carbono, Hélio

liquido, Hexafluoreto de enxofre e Octafluoropropano.

9. Radiofarmacia

A radiofarmacia esta localizada no servico de Medicina Nuclear, aqui realiza-se a
preparagao de radiofarmacos para a execugao de exames denominados Cintigrafias. Numa
Cintigrafia administram-se radiofarmacos (baixas doses de radiagao), normalmente por via
endovenosa, este marcador fixa-se num orgao ou local especifico, permitindo o seu estudo

por imagens num equipamento designado de cimara-gama’.

O farmacéutico é responsavel pela preparagao dos radiofarmacos consoante os
exames a serem realizados naquele dia, estabelecer procedimentos para avaliar a qualidade

dos materiais que chegam antes de os utilizar, utilizar técnicas assépticas e protegao contra a

14



radiagao, efetuar o controlo de qualidade e analitico das técnicas realizadas, a calibragao do

equipamento e o controlo microbioldgico das preparagoes®.

10. Unidade de Producio

10.1. Preparacdes Nao Estéreis

Na producao de manipulados nao estéreis o farmacéutico é responsavel pelo estudo
de novas formulagoes, pela elaboragao da ficha técnica de preparagao, pela elaboragao dos
rotulos e pela supervisao da preparagao e controlo de qualidade dos medicamentos

manipulados nao estéreis.

Na recegao da prescricao médica € necessario a sua validagao pelo farmacéutico, que
posteriormente estuda a férmula magistral mais adequada para a preparagao deste

medicamento.

Para a manipulagao destes medicamentos & necessario um material especifico e uma
sala com temperatura controlada e regularmente higienizada. Apenas o pessoal autorizado e

devidamente equipado podera circular nesta sala.

As matérias-primas devem ser acompanhadas de prazo de validade, certificado de

analises e ficha de seguranga, estes documentos sao verificados e validados pelo farmacéutico.

10.2. Preparacdes Estéreis

O Farmacéutico coordenador da unidade de produgao tem a responsabilidade de
estabelecer o método de controlo do processo de preparagao, planificar o trabalho na zona
de preparagao estéril, verificar a qualidade dos equipamentos, aprovar os procedimentos,
estabelecer as condigoes de higiene e por fim, validar a ficha técnica e os procedimentos de

manipulagao.

Os restantes farmacéuticos da unidade de produgao estudam as novas formulagoes,
elaboram os rotulos e a ficha técnica de preparagao, supervisionam a preparagao dos
medicamentos manipulados estéreis e sao responsaveis pelo controlo de qualidade dos

medicamentos manipulados.

O local de preparagao dos medicamentos manipulados estéreis é constituido por uma
antecamera que tem um diferencial de pressao positivo, o que permite definir diferentes niveis
de limpeza controlando o fluxo de ar, armarios onde é guardado o material clinico, as bolsas

de nutricao parentérica e todas as solugoes auxiliares na preparagao dos manipulados, um
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frigorifico que contém os medicamentos a serem manipulados e uma sala limpa contendo uma
camara de fluxo laminar horizontal onde sao preparadas as manipulagoes estéreis. A camara
de preparagao é equipada por um filtro HEPA (High Efficiency Particulate Air), que retira os

aerossois e os microrganismos provenientes do ar na zona de preparagao.

Na sala limpa s6 podem entrar os operadores devidamente equipados com protetor
de sapatos, mascara, bata e touca. Antes de entrar para a sala limpa os operadores lavam as
maos com um sabao desinfetante, posteriormente dentro da sala limpa colocam as luvas
estéreis. O farmacéutico operador é responsavel por efetuar a ficha de preparagao e

selecionar o farmaco a utilizar na manipulagao.

A nutrigao parentérica do adulto é preparada através de bolsas tricompartimentadas
que contém lipidos, glucose, aminoacidos e eletrdlitos, é aditivado as segundas, quartas e

sextas multivitaminas hidrossoluveis e as tercas e sextas oligoelementos.

O farmacéutico é responsavel por elaborar uma folha de preparagao que é verificada
por um segundo farmacéutico. A sua responsabilidade passa pela elaboragao dos roétulos
contendo as informagoes importantes sobre a preparagao tais como: a data de preparagao, o
prazo de validade, o nimero de lote interno, a composigao da bolsa, a osmolaridade, o volume
total, o nome do doente e o seu esquema de nutrigao parentérica e por fim a identificacao do
servigo no qual o doente esta internado. As preparagoes sao acondicionadas num saco proprio

e transportadas numa mala térmica.

A folha de preparagao da nutrigao parentérica para os recém-nascidos é efetuada pelo
farmacéutico a partir da prescrigao realizada pela unidade de cuidados intensivos neonatais e
pediatricos. O farmacéutico elabora os rétulos pré-impresso contendo: a identificacao da
solugao de nutrigao parentérica, o nome do doente, o servi¢o, a data de preparagao, o prazo
de validade, o numero de lote interno, a composicao da bolsa, a osmolaridade, o volume total
e o ritmo de perfusao em 24 horas. No caso da preparagao ter um volume inferior ou igual a
55 ml, esta é efetuadas numa seringa luerlock de 60 ml opaca e colocada numa manga estéril

e selada.

O controlo microbiolégico é efetuado nas preparagoes parentéricas neonatais e
pediatricas através da colocagao de uma pequena quantidade da solugao preparada num caldo
identificado por uma etiqueta, selado num saco e enviado para o laboratério de analises

clinicas.



Na sala limpa o controlo microbiologico é efetuado de |5 em 15 dias através da
colocagao de placas de gelose-chocolate nas extremidades da camara de fluxo laminar e na

mesa de apoio.

1. Centro de Informacao do Medicamento (CIM)

O CIM é o local onde se encontra toda a informagao bibliografica relacionada com os
medicamentos, dispositivos médicos e produtos de saude, tais como revistas cientificas, livros
e artigos de revisao. O farmacéutico é responsavel por analisar as duvidas que sao colocadas
por outros profissionais de salde sobre os medicamentos, sendo que a maioria sao acerca da

forma de administragao, da estabilidade e da manipulagao.

12. Analise Swott
12.1. Pontos Fortes

|I. Organizacao do plano de estagio — a boa organizacao do plano de estagio, onde todas
as semanas passava por um setor diferente, permitiu-me ter uma boa nogao de todas as

fungoes realizadas pelos servigos farmacéuticos num curto periodo de tempo.

2. Apoio e auxilio durante o estagio — todos os farmacéuticos e técnicos de farmacia que
interagi durante o estagio demonstraram disponibilidade para o esclarecimento de quaisquer
duvidas e ajudaram-me a compreender todas as diversas fun¢oes efetuadas pelos diferentes

setores.

3. Realizacao de algumas funcbes no setor de ambulatério e na unidade de
producado - no setor de ambulatorio tive a oportunidade de ajudar na dispensa da medicagao
e na preparagao da medicagao para enviar aos centros de saude. Na unidade de produgao tive
a oportunidade de preencher os documentos para controlo da quantidade de material

utilizado e participei na pesquisa de informagao de um trabalho sobre a nutrigao parentérica.

4. Unidades curriculares de Farmacia Hospitalar e Farmacia Clinica - estas unidades
curriculares proporcionaram-me uma nogao dos setores e das fungoes realizadas pelos
servigos farmacéuticos hospitalares. A consulta do material fornecido nas aulas ajudou-me a

esclarecer algumas duvidas que surgiram durante o estagio.



12.2. Pontos Fracos

|I. Pouco tempo de estagio — o estagio € realizado em apenas 2 meses, sendo este tempo
pouco para compreender de uma forma aprofundada e detalhada todas as fungoes realizadas

nos diferentes setores.

2. Covid-19 — devido ao Covid-19 houve alguns locais que nao pude visitar como o Hospital

dos Marmeleiros e o Hospital Dr. Joao de Almada.

3. Falta de preparacao pela faculdade — apesar de termos abordado alguns assuntos
sobre farmacia hospitalar em algumas unidades curriculares, existe uma falha na abordagem de
medicamentos para fibrose quistica e para doentes transplantados. A introdugao de uma aula
pratica laboratorial para a preparagao de uma bolsa de nutricao parentérica e para a
reconstituigdo de medicamentos tornava-se uma mais-valia para o plano curricular e para

quem futuramente exercer fungoes nos servigos farmacéuticos hospitalares.

12.3. Oportunidades

I. Conhecer os servigcos — tive a oportunidade de conhecer todos os servigos médicos e
toda a medicagao utilizada. No servigo de nefrologia explicaram-me todos os procedimentos
durante uma hemodiilise, e ainda tive de oportunidade de conhecer a sala onde ¢é realizada a
osmose inversa para o tratamento da agua utilizada na hemodialise. Por fim foi-me fornecido
um artigo sobre a importancia do farmacéutico no acompanhamento dos doentes que realizam

hemodiilise.

2. Trabalho sobre a consulta farmacéutica - realizei um trabalho sobre os parametros
a utilizar numa consulta farmacéutico e os seus beneficios para os doentes, pois a consulta
farmacéutica é um projeto que futuramente podera ser introduzido nos servigos

farmaceéuticos.

3. Radiofarmacia - a Medicina Nuclear é um servigo recente no Hospital Nélio Mendonga
e apesar da radiofarmacia estar localizada fora dos servigos farmacéuticos, tive a oportunidade

de conhecer o servigo e observar a preparagao dos radiofarmacos.

12.4. Ameacas

|. Limitacdes no sistema informatico — apesar do sistema informatico ser desenvolvido
com base nas necessidades do SESARAM, este apresenta muitas limitagoes principalmente na

conexao com outros programas informaticos, como por exemplo o programa especifico da



Pixys®, o que impossibilita a sele¢io da medicagio especifica para cada doente internado

através da Pixys®.

2. Preparacao dos citostaticos — os citostaticos nao sao preparados pelos servigos
farmacéuticos, sao preparados pelos enfermeiros do servigo de Hemato-Oncologia. Como
nao existe a informatizagao dos protocolos de quimioterapia, nao sao fornecidas as condigoes

necessarias de seguranga para a manipulagao dos citostaticos pelos farmacéuticos.

Conclusao

Com este estagio tive conhecimento de toda a envolvéncia e importancia do
farmacéutico a nivel hospitalar, foi uma experiéncia muito gratificante pois tive a oportunidade
de participar em algumas atividades e realizar um trabalho de forma a orientar a

implementagao das consultas farmaceéuticas a nivel hospitalar.
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Abreviaturas

CNP - Codigo Nacional do Produto

EN - Norma Europeia

Fl - Folheto Informativo

FOS - Frutooligossacaridos

FSM - Farmacia de Sao Martinho

INFARMED - Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saude, I.P.
ISO - Organizagao Internacional de Normalizagao
MNSRM - Medicamento nao sujeito a receita médica
MSRM - Medicamento Sujeito a Receita Médica

NP - Norma Portuguesa

PVP - Preco de Venda ao Publico

RCM - Resumo das Carateristicas do Medicamento

SARS-CoV-2 — Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2
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Introducao

A Farmacia de Sao Martinho (FSM) pertence a empresa Farmacia do Chafariz Sociedade
Unipessoal Limitada, localiza-se no Caminho de Sao Martinho 15D e encontra-se certificada

pela NP EM ISO 9001 de 2015. O horario de funcionamento é todos os dias das 9h as 22h'.

Os objetivos da Farmacia de Sao Martinho sao: o envolvimento de todos os
colaboradores, a gestao e a formagao de recursos humanos, a parceria com fornecedores, o
estabelecimento de protocolos nas diferentes dreas de atuagao do farmacéutico, como a
dispensa de medicamentos e produtos de salde, a adesao a terapéutica, a informagao sobre o
uso racional dos medicamentos, a participagao em programas que visam promover a salde e

prevenir a doenca e por Ultimo a avaliagido do grau de satisfagdo dos utentes'.

I. Organizacao da Farmacia

A Farmacia de Sao Martinho esta localizada numa zona habitacional que abrange um
numero elevado de residentes, e tem como diretora técnica a Dra. Paula Fernandes. A
Farmacia possui cinco balcoes de atendimento todos equipados com computadores, acrilico
protetor e leitores oticos de codigo de barras, dois gabinetes médicos, uma zona de recegao
de encomendas e armazenamento de stock, um robot, dois gabinetes de recursos humanos e
um frigorifico para o armazenamento de injetaveis, vacinas, colirios e todos os produtos e

medicamentos que necessitem de ser conservados entre 2°C a 8°C.

O programa utilizado pela farmacia é o 4DigitalCare e para a manipulagao do dinheiro
utiliza-se o CashGuard que permite a movimentagao de dinheiro de forma mais segura e eficaz.
O atendimento ¢é feito por um sistema de senhas A, B e C, em que A é o atendimento geral,

B é o atendimento prioritario e C é para o levantamento de encomendas.

2. Gestdo de stocks, Encomendas e Aprovisionamento

De forma a obter um bom funcionamento da farmacia e a dar resposta a todas as
necessidades dos utentes € necessario haver uma boa gestao de stocks, para que nao falte

medicamentos e produtos diariamente vendidos na farmacia.

O stock minimo e maximo de cada produto vendido tem por base a quantidade média
vendida mensalmente e anualmente na farmacia. Os funcionarios da farmacia podem alterar o

stock minimo de um produto de forma a dar resposta ao aumento do seu consumo. As

25



reservas podem ser pedidas através de encomendas instantaneas diretamente aos

fornecedores.

O principal fornecedor ¢ escolhido consoante a oferta mais baixa no prego de compra
e nos maiores descontos fornecidos a farmacia na compra de grandes quantidades de produtos
e medicamentos. A Farmadeira by Plural é o fornecedor principal da FSM, sendo os outros o
Centro Farmacéutico, a Entregafarm, a Alliance Healthcare e a Mamepe. As grandes
encomendas de cosméticos sao pedidas diretamente aos laboratorios, dependendo dos

acordos obtidos pela farmacia.

As encomendas sao realizadas ao fim do dia no proprio sistema utilizado pela farmacia,
ocasionalmente podemos contactar o fornecedor para verificar a disponibilidade de um

produto e encomenda-lo.

A rececao das encomendas é efetuada através do sistema, a entrada pode ser feita
manualmente ou através do robot, sendo esta exclusivamente para produtos do robot. As
encomendas chegam a farmacia em caixas proprias e seladas de segunda a sexta, as caixas vém
numeradas e acompanhadas da fatura em duplicado. Na fatura esta descrito detalhadamente a
quantidade de produtos, o CNP de cada um, o preco de aquisicao, os descontos efetuados
para a farmacia, e para os MSRM vem descrito na fatura o prego de venda ao publico imposto
pelo INFARMED, as ultimas paginas da fatura descrevem os medicamentos esgotados que

foram encomendados.

Apos rececionada a encomenda os produtos sao etiquetados com o PVP e o CNP, e
guardados nos respetivos locais, aqueles que tém o prazo de validade mais curto sao colocados

a frente das prateleiras e das gavetas, de modo a serem vendidos primeiro.

Todos os meses sao impressas as folhas que contém os produtos com prazo de
validade a terminar em 60 dias e a quantidade existente na farmacia de cada produto. E
necessario procurar e retirar todos esses produtos das prateleiras e gavetas, para serem
posteriormente devolvidos aos fornecedores. Os cosméticos com prazo de validade curto sao

colocados num expositor sinalizado a entrada da farmacia com o respetivo desconto.

3. Produtos vendidos na farmacia e Aconselhamento

A maioria das vendas na farmacia sao MNSRM, MSRM e suplementos alimentares como
as vitaminas. Na dispensa destes medicamentos € necessario aconselhar o utente na posologia,

no modo de conservagao, nos possiveis efeitos secundarios e nas interagoes medicamentosas.
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No aconselhamento dos MSRM é necessario seguir a posologia indicada pelo médico e colocar
uma etiqueta com a posologia descrita na receita médica. Para os MNSRM aconselhamos a
posologia recomendada pelo laboratorio de fabrico que se encontra no Fl ou no RCM, porém
quando o MNSRM ¢ dispensado através de receita médica é necessario recomendar sempre

a posologia indicada pelo médico.

Além dos medicamentos, na FSM sao vendidos muitos produtos de cosmética,
recomendados consoante as necessidades do utente. Existem também dispositivos médicos
como canadianas, pensos, meias de compressao, ligaduras, seringas, mascaras cirurgicas e FFP2,

luvas de latex e vinilo e termometros.

Os medicamentos e produtos veterinarios apesar de nao serem vendidos com elevada
frequéncia, também fazem parte dos produtos em stock na farmacia, estes englobam os
medicamentos para parasitas internos e externos, contracetivos hormonais para gatos e caes,
suplementos alimentares, antibioticos especialmente formulados para animais de estimagao
que para a sua venda € necessario uma receita médica veterindria e por fim sao vendidos

produtos de cosmética como pastas de dentes, escovas e shampoo para animais.

Os produtos destinados a necessidades alimentares especiais como leite em po para
lactentes, leites de transicao, farinhas lacteas e nao lacteas, bebidas e farinhas com elevado
teor proteico e calérico, sao produtos importantes e com alguma procura por parte dos

utentes.

Os produtos fitoterapéuticos sao recomendados em algumas situagoes como
alternativa aos medicamentos tradicionais, porque apresentam menos efeitos secundarios e

uma eficacia equivalente aos medicamentos tradicionais.

4. Analise Swott

4.1. Pontos Fortes

l. Integracao e rececao na equipa — todos os elementos da equipa demonstraram sempre
disponibilidade para ajudar-me com todas as duvidas que foram surgindo ao longo do estagio,

incentivando a minha participagao nos projetos propostos pela farmacia.

2. Servicos fornecidos pela farmacia e Horarios de funcionamento - a FSM oferece
a possibilidade de marcagao de consultas de nutricao, consultas de podologia, consultas

médicas de ortopedia e consultas de enfermagem para a administracao de injetaveis, o que
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acaba por atrair mais utentes. A FSM é das poucas farmacias com horario alargado no Funchal

até as 22h, o que facilita os utentes que saem das urgéncias hospitalares.

3. Automatizacao da farmacia - para dar resposta a grande afluéncia de utentes na FSM,
foi instalado um Robot que torna o atendimento mais rapido, diminuindo a troca de

medicamentos semelhantes na dispensa da medicagao.

4. Unidade Curricular de Indicacao Farmaceéutica — ¢ uma unidade curricular essencial
para o bom aconselhamento farmacéutico, ajuda-nos a ter uma nogao dos MNSRM existentes

no mercado e quais os mais adequados recomendar para as respetivas patologias.
4.2. Pontos Fracos

|I. Objetivos de venda - na FSM os funcionarios sao encorajados a vender aos utentes os
medicamentos que dao mais lucro para a farmacia, o que pode tornar-se inconveniente no
aconselhamento, pois o que o farmacéutico considera mais adequado pode nao ser aquele que
dé mais margem de lucro. Na dispensa de receitas médicas somos também encorajados a
vender o laboratério que fornega uma maior margem de lucro, o que por vezes, fica mais
dispendioso para o utente, pois esse laboratério pode ter o medicamento menos

comparticipado e mais caro do que os outros laboratoérios disponiveis.

2. Dermocosmeética — o aconselhamento em dermocosmética e os ingredientes ativos nos
cosméticos para os diferentes problemas de pele, deveria ser um tema abordado com maior
frequéncia e detalhe ao longo do curso, pois € uma area de elevada importancia para a farmacia

comunitaria.

4.3. Oportunidades

I. Acesso a formacdes — tive a oportunidade de participar em duas formagdoes uma
presencial da Uriage®, e uma online da Klorane®. Também tive acesso as plataformas online da
Academia Cosmética Ativa e da Pierre Fabre® Learning to Care, que fornecem diversas

formagoes para melhorar o aconselhamento dos cosméticos.

2. Realizacao de testes COVID-19 - aprendi a realizar testes de antigénio nasais e
nasofaringeos para detetar o virus SARS-CoV-2 e tive a oportunidade de integrar a equipa que

realizava toda a logistica associada com os testes de antigénio executados pela farmacia.

3. Aquisicdo de maior confian¢a no atendimento — com a pratica e a experiéncia adquiri

maior confianga e seguranga no atendimento, aprofundei o conhecimento sobre os diversos
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produtos na farmacia através da pesquisa de informagoes e do parecer dos utentes na eficacia

dos produtos que lhes foram aconselhados.

4.4 Ameacas

|I. Diminuicao do poder de compra — devido a pandemia provocada pelo virus SARS-
CoV-2 e a inflagao nos pregos dos produtos, o rendimento de muitos utentes diminuiu o que
consequentemente provocou uma diminuigao no poder de compra, afetando o lucro de

vendas obtido pela farmacia.

2. Competitividade de mercado — com o surgimento de web sites que facilitam a compra
de produtos a pregos inferiores aos praticados na farmacia e fornecendo maior comodidade
para o utente, pois nao necessitam de se deslocar para efetuar a compra, as farmacias tém

uma elevada quebra a nivel de vendas, principalmente de produtos de cosmética.

5. Casos Clinicos
1° Caso Clinico

Uma utente deslocou-se a farmacia com coélicas abdominais e diarreia. Para as dores
abdominais recomendei o Buscopan® 10 mg | a 2 comprimidos 3 vezes ao dia até 3 dias, tem
como principio ativo a Butilescopolamina, é um antiespasmodico que exerce uma agao
espasmolitica sob a musculatura lisa do aparelho gastrointestinal e das vias biliares e genito-
urinarias, esta indicado no alivio da dor e desconforto abdominal associado a espasmos

transitorios e moderados do trato gastrointestinal’.

Para a diarreia recomendei Imodium Rapid® 2 mg comprimido orodispersivel, na
primeira toma recomendei 2 comprimidos, aconselhei posteriormente a toma de |
comprimido a cada dejegao diarreica, nao podendo ultrapassar os 8 comprimidos por dia. Este
medicamento esta indicado no tratamento sintomatico das diarreias agudas e croénicas, o seu
principio ativo é o Cloridrato de Loperamida que reduz o peristaltismo propulsivo,

aumentando o tempo de trinsito intestinal, reduz também a incontinéncia’.

Por fim, recomendei a ingestao de muitos liquidos ao longo do dia de modo a prevenir

a desidratacao, que podera ser provocada pela diarreia.
2° Caso Clinico

Uma utente deslocou-se a farmacia a solicitar um comprimido para enjoo de
movimento que nao provocasse sonoléncia, pois iria participar numa viagem de barco e nao
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queria ficar sonolenta. Posto isto, recomendei o Phytocid® 2 capsulas de toma Unica no dia da

viagem, é um suplemento alimentar & base de gengibre e curcuma®.

O gengibre favorece o processo de digestao e contribui para a normalizagao da fungao
intestinal, principalmente nas viagens, evita também os vomitos, as nauseas e as tonturas. A
curcuma facilita a digestao, pois favorece a produgao de liquido digestivo, contribuindo para o

conforto digestivo®.
3° Caso Clinico

Uma utente deslocou-se a farmacia pois sentia uma pressao e ligeira dor na bexiga, a
necessidade de urinar com frequéncia e ardor ao urinar, sintomas que indicavam uma infegao
urinaria. A utente informou-me que os sintomas comegaram no dia anterior e que era

frequente ter infegoes urinarias.

Para o desconforto urinario recomendei Advancis® Uritabs 2 comprimidos apds o
pequeno-almogo e jantar durante 7 dias. Uritabs é um suplemento alimentar a base de arando
vermelho, uva-ursina e frutooligossacaridos (FOS), esta associagao ajuda no alivio dos sintomas

associados as infegdes do trato urinario nio complicadas e na prevengio de recidivas’.

O arando vermelho é constituido por polifendis que atuam como agentes anti-adesivos
na prevencao e inibicao da adesao dos patogénicos aos recetores das células uriepiteliais,

constituindo este um passo importante para a patogénese das infecdes urinarias®.

Para a higiene intima recomendei o gel de lavagem Lactacyd® Parma Antisséptico,
formulado para prevenir e inibir o crescimento bacteriano, prevenir infegoes e reforgar as

defesas naturais da zona intima’.
4° Caso Clinico

Um utente deslocou-se a farmacia com obstipagao, barriga inchada e flatuléncia. Para a
obstipagio recomendei Fibro Tecnilor®, é um suplemento alimentar que tem uma elevada
concentragao de Sene e Cascara sagrada, estes compostos sao laxantes de contacto pois
estimulam a contragao da musculatura intestinal e promovem a acumulagao de agua de modo
a amolecer as fezes, facilitando a eliminagao das mesmas. Recomendei a toma de um

comprimido juntamente com a ingestao de dgua ao longo do dia®.

Para a flatuléncia e barriga inchada aconselhei o Aero-OM® 125 mg | cépsula mole 4

vezes ao dia, depois das refeicoes no maximo durante 10 dias. O principio ativo € o Simeticone,
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uma substancia quimicamente inerte que atua modificando a tensao superficial das bolhas

gasosas’.
5° Caso Clinico

Um utente deslocou-se a farmacia com comichao nos olhos, apresentava-os
ligeiramente vermelhos, mas nao tinha secregoes pegajosas, o que indicava uma conjuntivite
alérgica. Também se queixava de comichao nos ouvidos, muitos espirros ao longo do dia e o

nariz congestionado, sintomas que correspondiam a uma rinite alérgica.

Para a conjuntivite alérgica aconselhei o Allergodil® colirio | gota em cada olho 2 vezes
ao dia no maximo até 6 semanas. O principio ativo € um anti-histaminico denominado de
azelastina, € um antagonista H| seletivo que impede a ligagao da histamina ao seu recetor,

também tem propriedades anti-inflamatérias'®'".

Para a rinite alérgica aconselhei o Zyrtec® 10 mg | comprimido a noite, é um anti-
histaminico oral nao sedativo com o principio ativo cloridrato de cetirizina indicado para rinite

alérgica, sazonal e perene. E um antagonista potente e seletivo dos recetores H| periféricos,

que impede a agdo da histamina'?,

De modo a aliviar a congestao nasal, aconselhei a lavagem nasal didria com Stérimar
Nariz Alérgico, tem na sua composigao manganésio que ajuda na limpeza e na eliminagao de

alérgenos que entram em contacto com a mucosa nasal.

Conclusao

Este estagio foi essencial para a minha formagao, pois aprofundei e enriqueci os meus
conhecimentos na area dos medicamentos, suplementos alimentares e cosméticos. Adquiri
experiéncia a nivel profissional e conhecimento sobre o impacto que as farmacias tém nas
comunidades e todo o trabalho que é realizado pela equipa profissional com o objetivo de

ajudar e agradar o utente de forma a melhorar a sua qualidade de vida.
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Abreviaturas

Ang - Angiopoetina

AS - Splicing alternativo do RNA

C-KIT - Recetor do fator de células estaminais
CAF - Fibroblastos associados ao cancro

CDKSs — Cinases dependentes de ciclinas

CSC - Células-tronco cancerigenas

CSF - Fator de estimulagao de colonias

CSF-IR - Recetor do fator estimulador de colonias
CTC - Células tumorais solitarias com EMT completa
CTLs - Linfocitos T citotoxicos

DNA - Acido Desoxirribonucleico

EC - Célula endotelial

EMT - Transigao epitelial-mesenquimal

FGF - Fator de crescimento dos fibroblastos
HGF - Fator de crescimento dos hepatocitos
HIF-1 - Fator induzido por hipoxia |

IGF - Fator de crescimento semelhante a insulina
IL — Interleucina

MCP-1 - Proteina quimiotatica de mondcitos |
MEC ou ECM - Matriz extracelular

miRNA - microRNA

MMP - Metaloproteinases da matriz

MmRNA - RNA mensageiro

NK - Células natural killer

OMS - Organizagao Mundial de saude

PDGF - Fator de crescimento derivado das plaquetas
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PECAM-I1 - Molécula de adesao de células endoteliais plaquetarias
PGF - Fator de crescimento da placenta

Rb - Retinoblastoma

RNA - Acido ribonucleico

RNI - Espécies reativas de azoto

ROS - Espécies reativas de oxigénio

siRNA - RNA interferéncia

TAMs — Macroéfagos associados ao tumor

TAMs — Macroéfagos associados ao tumor

TASC - Células associadas ao tumor

TGF-f - Fator de crescimento transformador f3
TME - Microambiente tumoral

TNF - Fator de necrose tumoral

VEGF - Fator de crescimento endotelial vascular
VEGF - Fator de crescimento endotelial vascular

VEGFR - Recetor do fator de crescimento endotelial vascular



Resumo

O cancro é uma das maiores causas de morte a nivel mundial. A cura desta doenga é
dificil e complexa, pois as células cancerigenas tém uma especificidade metabdlica que lhes

comunica uma grande capacidade de adaptagao ao microambiente celular.

As células cancerigenas sao, por regra, originadas através da desregulacao do ciclo
celular. Uma mutagao numa molécula reguladora do ciclo celular e a acumulagao de mutagoes
no DNA, pode estar na origem das células cancerigenas, que posteriormente multiplicam-se

e formam um tumor.

Estas células tém a capacidade de reprogramar mecanismos biolégicos de modo a
garantir a sua sobrevivéncia em condigoes desfavoraveis e favorecer a sua proliferagao. Um
destes mecanismos de reprogramac¢ao metabolica que € utilizado a favor do crescimento das

células cancerigenas é a angiogénese.

Como tal, a angiogénese tumoral envolve a formagao de novos vasos sanguineos, de
forma a assegurar a sobrevivéncia do tumor com o constante fornecimento de nutrientes que
promovem a sua proliferagao. Os diversos mediadores moleculares envolvidos no processo
angiogénico sao alvos terapéuticos muito eficazes, pois o seu bloqueio leva, potencialmente, a

inibicao da angiogénese tumoral e a apoptose das células cancerigenas.

Dada a permeabilidade e aberrante formagao dos vasos sanguineos formados atraveés
da angiogénese tumoral o processo de metastizagao ¢ facilitado, pois proporciona as células
cancerigenas do tumor uma maior facilidade em atingir a corrente sanguinea. A proliferagao
de células cancerigenas para outros locais do organismo origina a formagao de metastases,

aumentando assim a resisténcia a terapéutica.

Nesta monografia far-se-a uma revisao dos principais mecanismos moleculares
envolvidos na patofisiologia da angiogénese tumoral para, no final, se discutirem os principais
alvos e terapias usadas nesta doenga, salientando as novas estratégias terapéuticas mais

promissoras.

Palavras-chave: cancro, células cancerigenas, ciclo celular, tumor, metastases, angiogénese

tumoral, mediadores moleculares, terapéutica, metastizagao.
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Abstract

Cancer is one of the biggest causes of death worldwide, and curing this disease is very
difficult and complex, as cancer cells have a high metabolic specificity and a great ability to

adapt to the cellular microenvironment.

Cancer cells are formed through dysregulation and failure of cell cycle control. A
mutation in a cell cycle regulator, and an accumulation of the DNA mutations within the cell,

may be at the origin of cancer cells, which later multiply and form a tumor.

These cells can reprogram biological mechanisms to ensure their survival under
unfavorable conditions and favor their proliferation. One of the mechanisms of metabolic

reprograming used in favor of the growth of cancer cells is angiogenesis.

As such, tumor angiogenesis involves the formation of new blood vessels, in order to
guarantee the survival of the tumor with the constant supply of nutrients that promote its
proliferation. The various molecular mediators involved in the angiogenic process are very
effective therapeutic targets, as their blockage leads to inhibition of tumor angiogenesis and

apoptosis of cancer cells.

Due to the fragility of blood vessels formed through tumor angiogenesis, the metastasis
process is facilitated, as cancer cells have a greater ease in crossing into the bloodstream. The
proliferation of cancer cells to other parts of the body leads to the formation of metastases,

thus increasing resistance to medication.

Here I'll firstly review the major molecular mechanisms involved in the
pathophysiology of angiogenesis and then will address therapeutic targets with an emphasis in

novel and promising therapeutic strategies.

Keywords: cancer, cancer cells, cell cycle, tumor, metastases, tumor angiogenesis, molecular

mediators, medication, metastasis.
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Introducao

O cancro é uma doenca que pode ter origem em qualquer 6rgao ou tecido do corpo.
Surge quando células com potencial cancerigeno crescem descontroladamente, ultrapassam
os seus limites habituais e invadem partes adjacentes do corpo espalhando-se para os outros
orgaos. Este ultimo processo é denominado de metastizagao, sendo uma das maiores causas

de morte por cancro'.

Relativamente aos fatores de risco, salientam-se o tabagismo, o alcoolismo, uma
alimentagao inadequada, o sedentarismo, a polui¢cao atmosférica, assim como algumas infegoes

virais e bacterianas?.

Com a evolugao das tecnologias, com o aumento do rastreio, do diagnostico precoce
e do surgimento de novas terapéuticas, prevé-se uma diminuicao gradual da mortalidade no

cancro’.

Com o surgimento de células cancerigenas, aumentam as necessidades nutricionais no
local, logo para compensar esta situagao ocorre um processo denominado de angiogénese,

que garante a sobrevivéncia destas células e promove a sua proliferagao.

A angiogénese representa uma etapa importante na evolugao do tumor e na formagao
de metastases. Posto isto, verifica-se que as terapéuticas anti-angiogénicas revelam elevada

eficacia na diminuigao e eliminagao do tumor, prevenindo a metastizagao.

Um dos problemas demonstrados com o uso das terapéuticas anti-angiogénicas
atualmente comercializadas é a manifestagao de alguma toxicidade, o que provoca alguns
efeitos secundarios indesejados, dai existir uma procura elevada por terapéuticas inovadoras,
com eficacia equivalente as atualmente comercializadas, mas que apresentem uma menor

toxicidade.
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I. Ciclo Celular

O ciclo celular consiste na divisao celular necessaria para reparar e regenerar tecidos
e células, sendo um processo utilizado por todos os organismos multicelulares. A divisao
celular é uma sequéncia ordenada de eventos que descreve as etapas da vida de uma célula,
desde a divisio de uma Unica célula-mie até a producio de duas novas células-filhas. E um
processo regulado de uma forma meticulosa e falhas ocasionais na sua regulagao pode ter

consequéncias fatais®.

Na divisao celular as células passam por uma fase de crescimento, replicagao de DNA
e divisao, cronometradas e reguladas com precisao para produzir duas células idénticas. O
ciclo celular é constituido por duas fases principais, nomeadamente a interfase e a fase mitotica,
tal como representado na Figura |. Na interfase a célula aumenta de tamanho e replica o seu

DNA e é constituida por trés etapas denominadas de GI, S e G2 (Figural)®.

Durante a fase mitdtica a replicagao prévia do DNA e a separagao do conteudo
citoplasmatico culmina na divisao celular. Esta fase engloba duas etapas principais a primeira é
a cariocinese ou divisao nuclear, e a segunda ¢ a citocinese (Figural). A cariocinese também
conhecida por mitose, esta dividida em 5 fases, a profase, a prometafase, a metafase, a anafase

e a telofase, que resultam na divisio do nicleo celular®.
Mitotic phase

Interphase
Mitosis Formation
Cytokinesis of 2 daughter

cells

Interphase Interphase

DNA
synthesis

Figura | - Ciclo Celular representando a interfase que engloba a sintese do DNA e o crescimento
celular e a fase mitotica que corresponde a divisao celular+.

l.1. Ciclo celular e a sua importancia na origem do Cancro

As células cancerigenas tém origem na desregulacio do ciclo celular. O cancro
carateriza-se por um mecanismo comum, nomeadamente o crescimento celular

descontrolado®.
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Um dos mecanismos potencialmente deletérios implica a ocorréncia de alteragoes na
sequéncia dos nucleétidos do DNA dentro de uma porgao codificadora de gene durante a
replicacao do DNA na fase S. Se as alteragoes nao forem corrigidas darao origem a uma
mutagao genética que podera formar uma proteina disfuncional. Nao sendo esta reparada,

pode ocorrer a formagio de uma célula cancerigena®.

Como consequéncia, o ritmo celular acelera a medida que a eficacia dos mecanismos
de controlo diminuem, originando um crescimento descontrolado de células mutantes que
superam as células normais na area, formando um tumor*.

2

E importante notar, a este respeito, que o ciclo celular possui pontos de controlo
importantes na detegao e reparagao das mutagoes ocorridas durante este processo. Estes
reguladores podem ser positivos ou negativos. Para que a célula passe por todos os pontos
de verificagao, todos os reguladores positivos devem estar ativos, e todos os reguladores

negativos devem estar inativos®.

l.1.1. Oncogenes

Um oncogene é o resultado de uma mutagao num proto-oncogenes, que € o nhome

atribuido aos genes que codificam os reguladores positivos do ciclo celular®.

A familia das cinases dependentes da ciclina (CDK) de serina/treonina cinase € um
importante conjunto de proteinas que regula a progressao de cada etapa do ciclo celular,
sendo um potencial alvo de desregulagao no cancro, o que levou ao desenvolvimento de varios
inibidores de pequenas moléculas de CDK como potenciais agentes terapéuticos. Sem uma
concentragao especifica de complexos ciclina/CDK totalmente ativados, o ciclo celular nao

pode progredir*’.

O oncogene, quando alterado, leva a um aumento da taxa de progressao do ciclo
celular, por exemplo, se uma mutagao permitir que a cinase dependente de ciclina (CDK) seja
ativada sem estar associada a ciclina, leva o ciclo celular a continuar a sua atividade, sem passar
pelos pontos de controlo e, se essa célula for portadora de uma mutagao no DNA, pode dar

origem a uma célula cancerigena®.

1.1.2. Genes supressores de tumores

Os genes supressores de tumores sao segmentos de DNA que codificam proteinas
reguladoras negativas, como as Rb, p53 e p21, em que o principal objetivo é interromper o
ciclo celular se for detetado algum problema. Se ocorrer uma mutagao num destes

reguladores, este pode nao ter capacidade de interromper o ciclo celular®.
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Ao analisar tumores foram identificadas mutagoes nos genes p53, que desempenham
um papel importante no ponto de controlo GI. Apods a sua descoberta, o p53 foi apelidado
de “guardiao do genoma” devido ao seu papel critico na manutengao da funcionalidade do
genoma. A mutagao na p53 pode nao detetar erros presentes no genoma do DNA, perdendo
a capacidade de sinalizar enzimas de reparagaio do DNA e de desencadear a apoptose

(Esquema 1)*.

A producao de p2| é desencadeada pelo aumento dos niveis de p53. A p21 liga-se aos
complexos CDK/ciclina, inibindo a sua atividade e impedindo a progressao do ciclo celular. A
p53 ao sofrer uma mutagao perde a capacidade de desencadear a produgao de p21, logo nao

ha bloqueio na ativagio da CDK e a célula prossegue o ciclo celular*.

A origem de uma mutagao na p53 pode estar associada a varios fatores como o
envelhecimento do organismo humano, o que causa a perda da capacidade regenerativa do
organismo, ou a genética, como por exemplo a mutagao do gene BRCA que pode causar

cancro da mama e dos ovarios nas mulheres que o possuem*®’.

p53 normal P53 mutante
- DNA Danificado - DNA Danificado
- Anormalidade no ciclo celular - Anormalidade no ciclo celular

- Hipoxia - Hipoxia

Interrupgio do ciclo Apoptose Continuagido do ciclo celular
celular
Reparagio do DNA l
Célula Cancerigena
Continuagio do ciclo
celular
Esquema | - O papel da proteina p53 baseia-se essencialmente na reparagio do DNA e no

fornecimento de oxigénio a célula, com a mutagdo da p53 essas condigbes ndo siao obtidas ocorrendo
a formagdo de uma célula cancerigena+.

As proteinas do retinoblastoma (Rb) exercem a sua fungao nas proteinas reguladoras
positivas, principalmente na monitorizagao do tamanho da célula. O regulador negativo
retinoblastoma (Rb), também pode sofrer uma mutagao originando um cancro raro ocular na

retina*®,
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A infecao por um virus transformador de DNA também é uma forma comum para
formagao de um tumor, visto que as proteinas codificadoras deste virus ligam-se as proteinas
celulares, podendo bloquear as fungoes reguladoras de Rb e p53, estimulando assim a

proliferagdo celular anormal’.

2. Os mecanismos que sustentam a Angiogénese tumoral e a

formacao de Metastases

A proliferagao e a progressao do cancro envolve a reprogramagao metabdlica de forma
a que as células mantenham a viabilidade, o qual é suportado por um elevado consumo de
nutrientes e energia. Os reguladores do ciclo celular sao um dos responsaveis pelo controlo
dos processos metabdlicos, como as vias de oxidagao da glicose, da insulina e a sintese de

lipidos'®.

As células cancerigenas possuem varios processos para garantir a sua sobrevivéncia e
proliferagao em condigoes desfavoraveis, como a capacidade de reprogramacgao do organismo,
a hipoxia, a privagao de nutrientes e o stress oxidativo. Também contém reservas de
metabolitos que podem ser convertidas prontamente em glicose e glutamina, denominados de

reservatérios metabolicos''.

A hipoxia das células tumorais € uma carateristica comum em tumores malignos, a
supressao de oxigénio pode induzir mecanismos como o splicing alternativo do mRNA e a

angiogénese tumoral que favorecem o crescimento tumoral descontrolado.

A resposta inflamatoria provocada pelas células tumorais, recruta para o local do tumor
diversas células do sistema imunitario que sao utilizadas a favor do crescimento tumoral,

promovendo a angiogénese tumoral que posteriormente estimula a formagao de metastases.

2.1. Splicing alternativo (AS) do pré-mRNA e a hipéxia no cancro

O splicing alternativo do mRNA potencia a producao de diversos RNA e proteinas.
No tumor o AS do pré-mRNA desempenha um papel critico na patogénese do cancro, pois
produz varias isoformas que diversificam as expressoes das proteinas utilizadas pelos sistemas

de reprogramagao metabdlica, o que potencia a progressao do mesmo'%

O AS do pré-mRNA induzido por hipoxia é essencial para a adaptagao do

microambiente na célula tumoral, este tem a capacidade de regular o metabolismo da glucose,
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da glutamina e dos acidos gordos. A hipéxia no tumor também desencadeia a angiogénese

tumoral, o que promove a metastizagio'”.

2.2. Imunidade e Inflamacg¢ao no cancro e o seu papel na Angiogénese tumoral

As respostas inflamatérias desempenham papeis decisivos no desenvolvimento do
tumor, como por exemplo, na iniciagao, na conversao maligna, na invasao e na formagao de

metastases. A inflamagio afeta também a vigilincia imunoldgica e a resposta a terapéutica'.

Existem varios tipos de inflamagao que diferem na causa, no mecanismo, no resultado
e na intensidade. Estes promovem a deslocagao de células do sistema imunitario inato e

adaptativo para o microambiente tumoral'.

As células cancerigenas comunicam, entre outros mecanismos, por meio de citocinas
e quimiocinas que agem de forma autdcrina (o sinalizador € um mensageiro quimico produzido
pela célula) e paracrina (o sinalizador é uma hormona produzida pela célula que age sobre as

células vizinhas) para controlar e moldar o crescimento tumoral'.

As células do sistema imunitario presentes com frequéncia no microambiente tumoral
sao os macrofagos associados ao tumor (TAMs) e as células T. Os TAMs promovem
principalmente o crescimento tumoral e podem ser necessarios para a angiogénese, a invasao
e a formacao de metastases. O elevado conteido de TAMs esta normalmente relacionado
com um mau prognostico. As células T podem exercer efeitos supressores ou promotores

no tumor, dependendo da forma como forem determinadas as suas fungdes efetoras'.

O microambiente inflamatorio pode aumentar as taxas de mutagao e a proliferagao das
células cancerigenas. Em parte, este fenomeno resulta do facto de as células inflamatorias
produzirem espécies reativas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNI), capazes de induzir danos

no DNA e instabilidade no genoma'’.

A medida que o tumor aumenta de volume e que as células se dividem mais
rapidamente que a formagao de novos vasos para as nutrir, um maior numero de células fica
deprivada de oxigénio, gerando-se uma situagao de hipoxia. Deste modo, as células respondem
a hipdxia ativando o fator induzido pela hipoxia (HIF) o qual induz uma resposta adaptativa
permitindo o crescimento celular. Esta resposta envolve o aumento da expressao de genes
envolvidos na glicélise e na angiogénese. Em suma, o crescimento de grandes tumores requer
um aumento no fornecimento de sangue intra-tumoral, tal é desencadeado pela hipoxia

tumoral, que promove a angiogénese e aumenta a probabilidade de ocorrer metistases'.
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Além da hipéxia a angiogénese tumoral depende do recrutamento dos TAMs, que
detetam sinais hipdxicos e, por sua vez, produzem quimiocinas e fatores pré-angiogénicos. O
recrutamento dos percussores dos TAM depende de mediadores angiogénicos, como a

angiopoetina 2 e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)".

Tabela | - Representaciao das fungbes de diferentes células do sistema imunitario em relagiao ao
tumor, estas fungoes podem favorecer o crescimento tumoral como € o caso das células pro-tumorais,
ou impedir a evolugiao tumoral como é o caso das células anti-tumorais 3.

Tipos de Células Anti-tumoral Pré-tumor
- A o = g 2 - Imun ressdo; produgio de citocinas, quimiocinas,
Macréfagos, células dendriticas, células Apresentagio do antigénio; produgio de citocinas (IL- unossupressao; produgao de citocinas, quimiocinas
5 o R protéases, fatores de crescimento e fatores
supressoras derivadas de mieloides 12 e tipo | IFN) g
angiogénicos
Mastécitos Produgio de citocinas
A Producio de citocinas e anticorpos; ativagio dos
Células B [ P G

mastdcitos; imunossupressio

Lise direta de células cancerigenas; produgio citocinas

Células T CD8* N
citotoxicas

Educacio dos macréfagos; produgio de citocinas;

Células Th2 CD4 ativagio das células B

Ajuda os linfocitos T citotdxicos (CTLs) na rejeicdo

Células Thl CD4 do tumor; produgio de citocinas

Produgio de citocinas
Células Th17 CD4* Ativagao dos CTLs Producio de citocinas

Células Treguladoras CD4* Supressio da inflamagio Imunossupressao; produgio de citocinas

Citotoxicidade direta contra as células cancerigenas;

Células Natural Killer (NK) producio de citocinas citotoxicas

Citotoxicidade direta contra as células cancerigenas;

Células T Natural Killer s L e
produgio de citocinas citotoxicas

Producio de citocinas, protéases e espécies reativas

Neutréfilos Citotoxicidade direta; regulagio da resposta das CTL oxigénio (ROS)

2.3. Plasticidade da invasao de células cancerigenas e a sua importancia nas

metastases

A migragao e invasao das células cancerigenas sao fatores importantes no
desenvolvimento de metastases. As células cancerigenas podem migrar através de varios
mecanismos alternativos, como por exemplo, a migragao de células ameboides (células do
tecido conjuntivo que nao estao fixas, como por exemplo, os mastocitos e os macroéfagos), a
migragao de células mesenquimais e a migragao celular coletiva. Estas diversas estratégias de
movimento, exibem carateristicas especificas e distintas nas jungoes célula-célula, no

citoesqueleto de actina, na adesdo a matriz e na atividade das protéases'*.

Durante a progressao tumoral, as células passam por microambientes complexos e
adaptam as suas estratégias de migragao através de transicoes mesenquimais-ameboides
reversiveis e transi¢coes individuais-coletivas. Esta plasticidade na mobilidade das células
cancerigenas permite a sua disseminagao e dificulta a eficiéncia dos tratamentos contra as

metastases'”.
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As células tumorais necessitam de adquirir fenotipos malignos para que possam se
desprender da massa tumoral primaria. As células passam através da membrana basal,

penetram a matriz extracelular (MEC) e deslocam-se para a circulagio sanguinea'*

As células mesenquimais exibem uma morfologia alongada o que permite o seu avango,
gerando uma forga de tragao através da contratilidade do citoesqueleto e de adesao a transigao
epitelial-mesenquimal (EMT) mediada pela integrina (Figura 2). A degradagao da MEC depende
da protedlise que é necessaria para que as células mesenquimais gerem caminhos, de forma a

permitir a sua migragao'*

As células ameboides tém morfologia arredondada e deformavel, conseguem
comprimir-se através de espagos estreitos e dos poros da MEC o que torna a sua migragao
independente da degradagao da MEC através das protedlises. Durante este movimento, as
células exibem saliéncias semelhantes a bolhas impulsionadas pela contratilidade da
actomiosina e mantém a adesao celular fraca a MEC, resultando em movimentos de alta

velocidade (Figura 2)'*.

A migragao celular coletiva constitui um padrao de movimento de multiplas células que
retém conexoes célula-célula e migram coordenadamente (Figura 2). Este tipo de movimento
depende da dinamica da actina, da adesao a MEC com base na integrina e na clivagem
proteolitica da MEC. Os grupos coesivos migratorios compreendem células tumorais
heterogéneas que mantém uma polaridade em ambos os polos e cooperam de forma

hierarquica'*

Ameboide Mesenquimal

Invasdo de células coletivas

M oy @ ECM degradado
% «  Adesio célula-ECM

Lo
o/-c/“’ ° a/ o

e Proté
rotéases
‘/éo Ho .lo , ry
o "/Pf Zie ~  Jungio célula-célula
%‘%‘l' 25> Célutal

Célula lider

Figura 2 — Mecanismos de migragao das células cancerigenas, demonstrando a deslocagao das células
ameboides, mesenquimais e de células coletivas na matriz extracelular'4.
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3. Metastizacao

A formagao de metastases, processo denominado de metastizagao, € uma das causas
mais comuns de morte por cancro, estas provocam a disseminagao da doenga para outros

orgios, resistem aos tratamentos convencionais e acabam por causar a sua faléncia'.

Os tumores solidos sao altamente heterogéneos, existem diversos mecanismos que
contribuem para esta heterogeneidade. Os trés mecanismos predominantes sao, a evolugao

clonal, a organizagdo hierarquica e a influéncia do microambiente'®.

A evolugao clonal prevé que as células tumorais adquiram novas modificagoes genéticas
ou epigenéticas a medida que o tumor cresce, algumas conferem vantagem proliferativa e de
sobrevivéncia. Cada uma das células pode formar sub-clones que contribuem para a

heterogeneidade do tumor!'®.

A organizagao hierarquica corresponde a uma pequena subpopulagao de células que
retém pluripoténcia, e da origem a tecidos heterogéneos e diferenciados. Nos tumores esta

subpopulagio é denominada de células-tronco cancerigenas (CSC)'®.

As propriedades das CSC podem incluir a autorrenovagao das suas células, a
capacidade de iniciar o crescimento de tumores, com a consequéncia de ocorrer a
disseminagao de metastases e ainda, a capacidade de gerar uma célula descendente mais

diferenciada, mas incapaz de iniciar o tumor'®.

O microambiente influencia as carateristicas das células cancerigenas, pois provoca
alteragoes celulares que modificam a sua forma de agir, promovendo a sua deslocacao para

outros locais distantes do tumor inicial.

3.1. Transicao Epitelial-Mesenquimal

A colonia de células cancerigenas encontra-se inicialmente confinada ao epitélio,
separada do estroma pela membrana basal epitelial, quando estas células adquirem
carateristicas invasoras, passam a ter a capacidade de penetrar a membrana basal e estabelecer

uma relagio fisica com o estroma (Figura 3)'°.

O microambiente é responsavel por conferir estas carateristicas as células, através de
alteragoes fenotipicas. As células epiteliais adotam um estado mesenquimal, conhecido como

a transicao epitelial-mesenquimal (EMT), adquirindo varias alteragées como, a perda da
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polaridade apico-basal e os complexos de adesao célula-célula, assim como a adogao de um

comportamento migratorio e invasivo'®.

A EMT pode ser completa, o que significa que as células perdem as carateristicas
epiteliais e expressam exclusivamente carateristicas mesenquimais, ou pode ser parcial,
expressando simultaneamente carateristicas epiteliais e mesenquimais. Esta transicao € um

processo reversivel's.

3.2. Interacio com o estroma

ApOs atravessarem a membrana basal as células tumorais podem interagir diretamente
com o estroma. Elas tém a capacidade de recrutar células mieloides derivadas da medula ossea,
mobilizar células-tronco mesenquimais e ativar células mesenquimais residentes, podendo

ainda, recrutar macroéfagos que passam a estar associados ao tumor (TAMs) (Figura 3) 6.

As células tumorais aproveitam as células mesenquimais residentes e os TAMs para
libertarem fatores angiogénicos, enzimas proteoliticas e proteinas da EMT, desencadeando a
angiogénese, a linfangiogénese e a remodelagao tecidual, o que promove a progressao do

tumor'®.

3.3. Circulacio de células tumorais

As células tumorais solitarias com a transigao epitelial-mesenquimal completa (CTC)
podem formar aglomerados ou circular como células individuais (Figura 3). Os aglomerados
sao mais eficientes na formagao de metastases, pois apresentam uma prote¢ao contra as

células NK'¢,

As CTCs podem transitar entre estados pluripotentes e mais diferenciados conforme
os estimulos. Os aglomerados de CTC podem interagir com plaquetas, leucocitos e

neutrofilos, garantindo assim a sua sobrevivéncia'®.

3.4. Extravasamento

O extravasamento de células tumorais € importante para a formagao de colonias
secundarias e pode ocorrer de duas formas, através da expressao de recetores de adesao ao
endotélio que reconhecem ligantes nas células endoteliais ou podem romper os vasos capilares

para permitir a passagem (Figura 3)'®.
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3.5. Colonizacido e evolucao das metastases

A formagao das coldnias € a etapa final na formagao de um tumor maligno e depende
da capacidade das células cancerigenas de se adaptarem ao novo microambiente. Diferentes
tipos de tumor tém propensao a formar metastases em diferentes orgaos. Os 6rgaos tém a
capacidade de favorecer condi¢oes de sobrevivéncia as células cancerigenas e de formarem

coldnias que sdo denominadas de nichos pré-metastaticos'®.

Por fim, as células tumorais das metastases podem reentrar na circulagao sanguinea e formar

novas coldnias noutros érgaos, aumentando assim a resisténcia a terapéutica (Figura 3) '°.

Figura 3 — Formagio e evolugiao das metastases, representando a transi¢do Epitelial-Mesenquimal, a
interagio das células tumorais com o estroma, a circulagiao sanguinea destas células, o extravasamento
dos vasos capilares para os tecidos adjacentes e por fim a formagao de coldnias noutros orgaos!’.

3.6. Influéncia do microambiente nas metastases

O microambiente tumoral (TME) regula as fungoes essenciais de sobrevivéncia e
progressao do tumor. As interagoes entre os componentes celulares e as estruturas do TME,
fazem com que as células cancerigenas se tornem invasivas e se disseminem para locais

distantes do tumor primario'®,

No microambiente tumoral existem os macréfagos do tipo M2 associados ao tumor
que exercem fungdes imunossupressores e promotores do crescimento. Existem também as
células mesenquimais que produzem exossomas, promovendo a capacidade migratoria das
células cancerigenas. Os fibroblastos promovem o cancro através da reorganizagao da matriz
circundante formando caminhos de orientagao e de migragao para as células cancerigenas. A
MEC exerce papéis determinantes na progressao da doenga e na regulagao das respostas

terapéuticas'®.

A CD44 é uma glicoproteina transmembranar expressa em linfocitos e macrofagos,
esta proteina esta sujeita a splicing alternativo. A expressao de algumas variantes de splicing
de CD44 estao ligadas a disseminagao de diversas células malignas e consequente progressao

do tumor "’
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O microRNA (miRNA) sao moléculas de RNA capazes de regular a expressao genética.
O efeito do miRNA ¢é principalmente inibitério, que ao ligar-se ao mRNA provoca a

degradagao do mRNA e a inibigao da sua tradugio'’.

A expressao de miRNA ¢é desregulada no cancro através de um mecanismo epigenético
e como consequéncia ajusta a expressao do mRNA no gene alvo, resultando na regulagao

negativa de genes especificos e na progressio do tumor .

4. Angiogénese

A angiogénese € um processo essencial no crescimento tumoral que teve um grande
impacto na descoberta de novas terapéuticas para o cancro, pois a sua sobrevivéncia e
proliferagio depende da angiogénese®'.

O termo angiogénese significa a expansao de uma rede vascular, através da ramificagao
de novos vasos sanguineos a partir dos vasos existentes. E um processo fisiologico complexo

que surge através do estimulo de varios fatores pro-angiogénicos, como a molécula-chave o

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)?'.

De modo resumido, a angiogénese ¢ iniciada com o deslocamento de células murais e
com s proteolise local da parede do vaso, seguindo-se da proliferagao e migragao das células
endoteliais, seguidas pelo brotamento e ramificagdo de novos vasos sanguineos (Figura 4). A
célula endotelial que se apresenta na frente do brotamento é denominada de “célula da ponta”,
estas distinguem-se fenotipicamente das células da face lateral que sao denominadas de “célula

do caule”. Por fim, os novos vasos sio maturados e acabam por cobrir as células murais *'.

Angiogénese
Intussusceptiva

Angiogénese

Figura 4 — Processos de formagio de novos vasos sanguineos a partir da angiogénese, em que ocorre
o brotamento de células endoteliais e a divisio de vasos pré-existentes, resultando na ramificagao de
novos vasos sanguineos 22,
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Um aspeto importante na angiogénese € que, por regra, 0s NOvVos vasos tém estruturas
aberrantes, isto é, a vasculatura formada no tumor é estruturalmente anormal e mais
permeavel do que a vasculatura normal (Figura 5). Estas carateristicas contribuem para que
ocorra vazamento, dilatagao e desvio dos vasos sanguineos, o que provoca um fluxo sanguineo

heterogéneo, a compressao dos vasos e a elevada pressao do fluido intersticial, contribuindo,

também, para a formagio de metéstases 2.

e

Normal Vessel Tumor Vessel
@@ Endothelial cell .’ Cancer cell —amm_. Pericyte
- Normal cell . Hypoxic cancer cell —— Basement membrane

Figura 5 — Comparagdo entre um vaso sanguineo normal e um vaso tumoral, em que apds a
angiogénese o vaso tumoral apresenta uma estrutura danificada, o que facilita a metastizagao. 24.

4.1. Mediadores moleculares da angiogénese

O microambiente tumoral (TME) é formado por uma rede complexa e dindamica de
fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas, células inflamatoérias e enzimas de remodelagao
da matriz. Tal como referido anteriormente, o crescimento acelerado do tumor leva a um
microambiente tumoral hipdxico, hipertensao intersticial e acidose, o que leva a libertagao de

fatores pro-angiogénicos™?.

Este capitulo pretende sumariar a contribuicao dos varios mediadores no processo da

angiogénese cuja a atividade e fungao se encontram esquematizada nas tabelas 3 e 4.
4.1.1. Células Inflamatérias

Os macrofagos sao células imunes inatas, diferenciadas de células precursoras
monociticas derivadas da medula 6ssea. Quando estas atingem os tecidos de destino, sao
polarizadas em subconjuntos distintos de macrofagos e exibem fendtipos diferentes,
dependendo do microambiente do tecido que residem. Os subconjuntos sao compostos pelos
macroéfagos “MI classico” e “M2 alternativo”, exibem perfis de expressao especificos de
marcadores de superficie celular, de enzimas e de citocinas. Estas células produzem citocinas

pro-inflamatérias como a Interleucina (IL)-6, -12, -23 e o fator de necrose tumoral (TNF) a®.

50



Os macrofagos M| e M2 neutralizam a inflamagao e desempenham fungoes
reparadoras, contribuindo para a cicatrizagao de feridas, para a reparagao do tecido e para a
angiogénese. Sao encontrados no estroma dos tumores e sao referidos como macroéfagos
associados ao tumor (TAMs), que amadurem sob a influéncia do fator | de estimulagao de
coldnias (CSFI), contribuindo para o crescimento tumoral e para as metastases. Os TAMs
libertam fatores de crescimento e citocinas inflamatérias que suportam a angiogénese e

promovem a sobrevivéncia, ativagao e proliferagao das células endoteliais (EC) 7.

4.1.2. Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

VEGF sao os fatores pro-angiogénicos mais criticos que aumentam o crescimento
tumoral, tornando-se um alvo importante para a terapéutica anti-angiogénica. A familia VEGF
consiste em sete elementos, os VEGF-A, -B, -C, -D e -E, e dois fatores de crescimento da

placenta (PGFs)-1 e -2%.

Os recetores do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR-1, -2 e -3) sao
recetores tirosina-quinase transmembranares que, apos a ligagao dos agonistas podem formar
homodimeros e heterodimeros. A migragao celular, proliferagao, sobrevivéncia e mobilizagao
de células progenitoras endoteliais da medula 6ssea para a circulagao periférica envolvem
VEGFRs. Além disso, esses recetores tém a capacidade de regular a permeabilidade vascular

que leva ao edema e ao inchago dos tecidos Z.

O VEGFR-| desempenha um papel importante na angiogénese fisiologica, atua como
um regulador positivo da angiogénese e da migragao de macrofagos e monécitos. Por outro
lado, a maioria dos efeitos a jusante na angiogénese é mediada pelo VEGFR-2, outro recetor
para VEGF-A, que medeia a permeabilidade microvascular, a proliferagao de células endoteliais,

a migragao, a invasio e a sobrevivéncia%.

O VEGFR-2 é considerado o marcador mais precoce para o crescimento de células
endoteliais que controla diretamente a angiogénese tumoral. Os mecanismos
autocrinos/paracrinos nos processos de sobrevivéncia e proliferagao de células cancerigenas

sao mediados pela regulagio positiva da sinalizagdio VEGF/VEGFR-2%.

Finalmente, o VEGFR-3, liga-se ao VEGF-C e VEGF-D para aumentar a migragao e proliferagao

de células endoteliais?.

4.1.3. Fator de crescimento dos fibroblastos (FGF)

Os FGFs compreendem uma familia de nove polipeptideos, expressos principalmente

na hipofise, no cérebro e nos olhos dos mamiferos. O recetor do fator de crescimento de
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fibroblastos (FGFR) subdivide-se em quatro recetores tirosina-quinase [(FGFR)-1, -2, -3 e -4]

estruturalmente relacionados que medeiam os efeitos bioldgicos do FGF 2.

Os FGFs acidos e basicos foram caracterizados como fatores angiogénicos que
desempenham um papel importante na proliferagao, diferenciagao e migragao celular, tendo
um efeito sinérgico com VEGF e com os fatores de crescimento derivados de plaquetas

(PDGF) na proliferagio de células endoteliais microvasculares .
4.1.4. Fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF

Os PDGFs sao membros da familia dos fatores de crescimento que se ligam aos
recetores de tirosina-quinase a e B (PDGFR a e B) e desempenham um papel importante

durante o desenvolvimento dos vasos sanguineos na angiogénese normal e patologica®.

Estes fatores estimulam a proliferagao, sobrevivéncia e migragao de fibroblastos para
fazer contato com matrizes de colagénio e induzir fenotipos de miofibroblastos nessas células.
Os PDGFs estao também envolvidos na ativagao da integrina mediada por fatores de

crescimento que ¢é critica para a proliferagio celular e sinalizagao na angiogénese tumoral ».
4.1.5. Fator de crescimento transformador 8 (TGF-

Esta familia de fatores de crescimento é composta por trés isoformas de TGF-B, ou
seja, TGF-B 1-3. Sao libertados por células endoteliais e pericitos (pericitos sao células de
origem mesenquimal que envolvem e estabilizam os capilares) de forma inativa e necessitam

de clivagem por protéases em ambiente 4cido e calor para se ativarem>?.

O TGF- B modula a proliferagao, migragao e formagao do tubo capilar da EC devido a

sua capacidade de recrutar células inflamatorias, que libertam moléculas pré-angiogénicas .

Os fibroblastos associados ao cancro (CAFs) derivam em grande parte de fibroblastos
residentes em tecidos que, sob a influéncia do fator de crescimento transformador-p (TGF-
B), adquirem caracteristicas de hiperativagao funcional, incluindo o aumento da proliferagao e
da mobilidade. Os CAFs tém um papel fundamental na produgao de um estroma reativo, que
frequentemente perpetua uma resposta de reparagao tecidual promotora de tumores

sélidos”.
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4.1.6. Angiopoetinas (Angs)

As angiopoietinas representam a familia de ligandos extracelulares que se ligam aos
recetores Tie presentes na superficie das células endoteliais. As angiopoietinas (Ang)s | e 2

ligam-se ao Tie-2 provocando respostas diferentes®.

A angiopoetina | (Ang |), libertada pelo musculo liso vascular e outras células

periendoteliais promove o brotamento de células endoteliais®.

A angiopoetina 2 (Ang 2), demonstrou ter um amplo espectro de efeitos na cascata
angiogénica, dependendo do tipo de moléculas co-estimuladoras presentes. Durante eventos
angiogénicos precoces na presenca de estimulos angiogénicos (VEGF e hipoxia) ela causa um
aumento dramatico no numero de células endoteliais a0 competir com Ang | para se ligar aos

recetores Tie-2 e prevenir a autofosforilagio do recetor?.

A Ang 2 promove a angiogénese por meio da sobrevivéncia das células endoteliais,
migragao, expansao do didmetro capilar e diferenciagio em rede tubular. Na auséncia de
estimulagao angiogénica, a Ang 2 atua com um anti-angiogénico, induzindo a apoptose nas

células endoteliais e a regressao vascular®.

As citocinas sao proteinas libertadas pelo sistema imunitario inato e adaptativo para
regular as diferentes fungdes biologicas na resposta imunitaria. As citocinas sao
estruturalmente semelhantes entre si, no entanto, desempenham fungoes diferentes conforme

a familia em que estio integradas®.

A superfamilia de quimiocinas possui uma ampla gama de proteinas quimiotaticas de
baixo peso molecular, envolvidas na regulagao de varias etapas da progressao tumoral e
metastase, incluindo a proliferagao, a neovascularizagao, a invasao e a migragao de células

malignas para érgios distintos®.

Esta familia é dividida em duas grandes categorias, aquelas com motivo “ELR” (ELR+
ou ELRI) sao potentes promotores da angiogénese, no entanto, os membros induzidos por
interferon que nao possuem o motivo “ELR” (ELR- ou ELR2) siao potentes inibidores

angiogénicos, com excecao do ligante da quimiocina (motivo C-X-C) (CXCLI12) >,

O CXCLS8 é uma das quimiocinas mais extensivamente estudadas na categoria ELR+,

como um potente mediador angiogénico. Estudos mostraram que existem recetores CXCL8
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(CXCRI1 e CXCR?2) localizados na superficie das células epiteliais, o que faz o CXCLS8 se ligar

as células epiteliais e induzir a proliferagio de células endoteliais, inibindo a apoptose®.

O CXCL8 exerce a sua atividade angiogénica pela regulagao positiva em células
tumorais e endoteliais das enzimas metaloproteinas da matriz, as MMP-2 e as MMP-9, o que
leva a degradagao da matriz extracelular, que é um dos pré-requisitos para a migragao e

organizagdo das células endoteliais®.
4.1.8. Fator de necrose tumoral o (TNF-a

O TNF-a em concentragoes mais baixas estimula a cascata da angiogénese, induzindo

o fendtipo “Célula da ponta” em células endoteliais através de um mecanismo dependente de

NF-kB. No entanto, o TNF também pode inicialmente atrasar a angiogénese através do

bloqueio da sinalizagio de VEGFR2 .

A MCP-1 desempenha um papel importante na inflamagao e na angiogénese, além de
controlar o trafego e a ativagdo de mondcitos/macrofagos através de seu recetor CCR2, a
MCP-1 tem a capacidade de atuar diretamente nas células endoteliais de forma a induzir a

angiogénese®.
4.1.10. Fator de crescimento dos hepatécitos (HGF) e C-Met

O HGF e o seu recetor c-Met estao envolvidos numa interagao comunicativa entre
células mesenquimais produtoras de HGF e células-alvo que expressam c-Met. O HGF é um
fator de crescimento angiogénico, que combinado com o VEGF tem um efeito aditivo na

migracdo de células endoteliais e no aumento da neovascularizagio®.

A angiopoetina promove o HGF e induz o recrutamento de células musculares lisas,

aumentando a estabilizagio da angiogénese®.

4.1.11. Metaloproteinases da matriz (MMPs)

As MMPs, sao uma familia de enzimas que possuem a capacidade de degradar diversos
componentes da matriz extracelular (MEC). As MMPs controlam varias fases da cascata
angiogénica, incluindo a liberagao de fatores pro-angiogénicos sequestrados pela MEC, a
liberagao de fatores de crescimento e de recetores ligados a MEC, incluindo integrinas e

recetores de adesao, e a liberagdo de inibidores enddgenos da angiogénese®.
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O MMP-2 e -9 sao sintetizados e libertadas em grandes quantidades pelas células
tumorais de forma paracrina e/ou autocrina. Estas enzimas sao conhecidas por desempenhar
um papel critico no “interruptor angiogénico”, aumentando a liberagao de VEGF, e alterando

assim o equilibrio para o aumento da angiogénese tumoral®.

Uma forte correlagao positiva entre MMP-2, -9 e VEGF existe na maioria dos tumores
solidos, levando a remodelagao da MEC, aumentando a proliferacao de EC, a migragao e o

brotamento dos vasos sanguineos®.

A MMP-9 é necessaria para a mudanga do equilibrio angiogénico atingindo a fase pro-
angiogénica, enquanto a MMP-2 contribui no crescimento tumoral, a MMP-9 exdgena promove
o crescimento de células endoteliais aumentando a libertacao de VEGF da MEC, recrutando

pericitos para os vasos sanguineos recém-formados®.

Estudos recentes indicam que a IL-8, um fator angiogénico, induz a expressao e

atividade de MMP-2 em células de melanoma, aumentando a sua invasio %.

4.1.12. Adipocinas

O tecido adiposo pode promover o crescimento de células cancerigenas, iniciadas
através da angiogénese. As adipocinas pro-angiogénicas sao libertadas por adipocitos, células
inflamatorias infiltrantes e células estromais associadas ao tecido adiposo, podendo atingir as
células endoteliais vasculares diretamente ou recrutar células inflamatorias vasculares-

moduladoras?.

4.1.13. Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)

O IGF-I promove a angiogénese na regeneragao do musculo esquelético através da

ativagao dos recetores dos VEGF, e da estimulagio da migragao vascular das células

endoteliais®®.

Tal como referido anteriormente, a hipoxia que resulta do crescimento rapido do
tumor leva a ativagao de um fator de translocagao nuclear que desempenha um papel regulador
central na reprogramagao metabolica e adaptagao celular a hipoxia. O fator | induzido por
hipoxia (HIF-1) é uma proteina heterodimérica regulada pelo oxigénio. O HIF-I atua como
um fator regulador da angiogénese, detetando e respondendo a condigoes hipdxicas, por
estimulagao da expressao de fatores de crescimento angiogénico, como o VEGF, a Ang-2, o

PGF e o PDGF %, entre muitos outros genes.
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4.1.15. Integrinas

As integrinas sao uma classe de moléculas de adesao que reconhece ligantes especificos
na matriz extracelular, sao altamente expressas em vasos sanguineos recém-formados e

desempenham um papel importante nas interagdes célula-célula e célula-MEC .

Estao envolvidas na regulagao de diversos processos fisiologicos, como a inflamagao, a
imunidade, a homeostasia, a cicatrizagao de feridas, a diferenciagao tecidual, a regulagao do
crescimento células e por fim a angiogénese. As integrinas sao responsaveis pela supressao da
apoptose nas células endoteliais e pela indugao de VEGF de forma a que produzam fatores

pro-angiogénicos®.

4.1.16. Moléculas de adesido de células endoteliais plaquetarias-1 (PECAM-I

PECAM-1 é uma proteina da superfamilia de imunoglobulinas, expressa dentro do
compartimento vascular em diversas células, incluindo as células endoteliais, as plaquetas, e os
macroéfagos. Nas células endoteliais, estas moléculas estao presentes nas jungoes intracelulares

de células adjacentes com o objetivo de manter a adesio celular®.
4.1.17. Endostatina

A endostatina € um fragmento proteolitico do colagénio, um fator anti-angiogénico, ou
seja, atua como um potente inibidor da angiogénese, interferindo na sinalizacao VEGF/VEGFR,

N e e

células endoteliais e aumento da apoptose®.

4.1.18. Angiostatina

A angiostatina € um fragmento terminal do plasminogénio, que atua como inibidor
endégeno da angiogénese, bloqueando varias etapas da cascata angiogénica nas células
endoteliais, incluindo a proliferacao, migragao e diferenciagao das estruturas tubulares. Inibe
também a migragao estimulada por HGF e a proliferagcio do musculo liso nas células

endoteliais®.
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Tabela 2 - Fungdes dos mediadores moleculares proé-angiogénicos, fatores que promovem a
angiogénese favorecendo a sua formagio 2°.

Fator Fungio biologica

1 permeabilidade, T ativadores do plasminogénio, T
VEGEF (fator de crescimento endotelial vascular) colagenases intersticiais, T proliferagio e migragio das EC, e
{ apoptose EC
T proliferagio e migragio das EC, T ativadores do
plasminogénio, T integrinas e outras moléculas de adesio
Ang-| (Angiopoetina |) Formagio do brotamento vascular e estabilizagdo dos vasos
0 proliferagdo e migragdo das EC, formagdo do brotamento
vascular com a presencga de VEGF

FGF (fator de crescimento de fibroblastos)

Ang-2 (Angiopoetina 2)

PDGF (fatores de crescimento derivados das plaquetas) Estabilizagao dos vasos

TGF-B (fator de crescimento transformador f) Estabilizagao dos vasos
TNF-a (fator de necrose tumoral o) Migragao EC

CSFs (fatores de estimulagao de colonias) Proliferagao e migragao das EC

Proliferacio EC, | apoptose EC, inducio dos VEGF, T
ativadores do plasminogénio

HGF (fator de crescimento dos hepatdcitos) Proliferagdo e migragio das EC

Agregacido das EC, formagao do tubo, estabilizagdo do tubo,
migragao das EC e angiogénese induzida por FGF

Adesio das ECs, | apoptose EC, migragio das ECs e
angiogénese induzida por FGF

IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina 1)

PECAM-I (molécula de adesdo de células endoteliais plaquetarias)

Integrinas

Tabela 3 - Fungoes dos mediadores moleculares anti-angiogénicos, fatores que inibem a angiogénese
impedindo a sua formagao 2°.

Fator Funcdo biolégica

{ proliferacio e migragio de EC, { formacio do tubo vascular, T apoptose nas

Angiostatina ECs

Endostatina | proliferagio e migragio de EC, T apoptose nas ECs
D ilizagdo d : E

Ang-2 (angiopoetina 2) estabilizagio dos vasos, T apoptose nas ECs

TGF-B (fator de crescimento transformador f) »é« Cpsrollfera<;ao e migragio de EC,  ativadores do plasminogénio, T apoptose nas

TR (o e e 6 Inibigio da proliferagio na EC induzida por FGF e T apoptose nas ECs

4.2. Regulacao metabolica da angiogénese tumoral

Do exposto, resulta clara a complexidade envolvida na regulagao da angiogénese ao
nivel molecular. As Figuras 6 e 7 ilustram a contribuicao das varias moléculas em relagao com

o seu impacto estrutural e fisiopatologico.
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Figura 6 — Processo angiogénico com a descrigao dos respetivos mediadores utilizados na ativagao,
na degradagao da matriz extracelular, na migragao de células endoteliais, na diferenciagao, proliferagao,
formagio do vaso e por fim, na maturagao e estabilizagdo do vaso sanguineo 28.

Sob a influéncia dos fatores derivados do tumor, os adipdcitos aumentam a sua
atividade lipolitica e libertam acidos gordos livres que, ao serem internalizados pelas células
endoteliais vasculares (ECs) através da proteina 4 de ligacao de acidos gordos (FABP4),
aumentam a taxa de B-oxidagao nos vasos sanguineos associados ao tumor (TABVs) para

sustentar a angiogénese”’.

Os adipdcitos ativados pelo cancro libertam adipocinas, uma variedade heterogénea de

fatores de crescimento, citocinas e hormonas que promovem a angiogénese tumoral”.

Adipocinas potencialmente relevantes para a angiogénese tumoral incluem, o fator de
necrose tumoral (TNF), a interleucina-183 (IL-1B) e IL-6, o fator de crescimento de insulina |
(IGFI), o fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA), o fator de crescimento de
fibroblastos 2 (FGF2), o fator de crescimento de hepatécitos (HGF), as angiopoetinas

(ANGPTS:), o ligante 2 de quimiocina CC (CCL2) e o fator 2 estimulador de colénias (CSF2)Y.

Condigoes hipoxicas cronicas no microambiente tumoral (TME) promovem a
expressao de mediadores pro-angiogénicos induzidos pelo fator induzido por hipoxia (HIF),
VEGFA e CXC-quimocina ligante 12 (CXCLI2), que estimulam diretamente a angiogénese

tumoral?.

A sinalizagao oncogénica sustentada nas células cancerigenas esta associada a regulagao
positiva de varios quimioatraentes e ativadores de células mieloides, como o CXCLS8 e o

VEGFA?.
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As células cancerigenas metabolicamente ativas libertam lactato, que € internalizado
por células endoteliais e macrofagos associados a tumores (TAMs) através do transportador
de monocarboxilato importador de lactato | (MCTI). O lactato estimula a angiogénese
tumoral atuando diretamente e indiretamente nas células endoteliais, promovendo a

programacio de macréfagos associados ao tumor do tipo M27.

As células endoteliais tumorais respondem a hipoxia e acidose regulando positivamente

os mediadores da via glicolitica, como o transportador de glicose | (GLUT ).

Finalmente, sob a influéncia do VEGFA, as células endoteliais dos vasos sanguineos
associados ao tumor (TABVs) produzem varias espécies reativas de oxigénio (ROS) que
promovem a proliferacao de células endoteliais e a angiogénese sob condi¢oes de stress

metabolico?.
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Figura 7 — Regulagio metabdlica da angiogénese tumoral, representando os diversos mediadores
recrutados para o processo angiogénico 27.

5. Terapéutica anti-angiogénica

Dado que a angiogénese que ocorre em tumores solidos resulta de uma
reprogramagao metabdlica que promove a sobrevivéncia celular, o processo angiogénico
torna-se um alvo importante no tratamento do cancro, pois o bloqueio de alguns mediadores
moleculares angiogénicos revela ser muito eficazes no tratamento do tumor e na prevengao

da formacio de metastases™®.
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A abordagem preferida para interromper a angiogénese é o bloqueio do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), mas o seu uso clinico revelou algumas limitagoes

como efeitos secundérios graves, toxicidade e resisténcia ao tratamento *°.

5.1. Medicamentos anti-angiogénicos utilizados atualmente

Atualmente, existem varios medicamentos anti-angiogénicos aprovados para o
tratamento de diversos tipos de cancro. Como exemplo temos o Bevacizumab, o Pazopanib,
o Sorafenib, o Aflibercept e o Sunitinib®.

5.1.1. Bevacizumab

O Bevacizumab é um anticorpo monoclonal indicado no tratamento de diversos
cancros, como o cancro do colon, do reto, do pulmao, da mama, do colo do Utero, do cancro
renal avangado, do cancro epitelial do ovario, do cancro na trompa de Falopio ou do cancro

peritoneal primario e avangado®'.

Este anticorpo monoclonal liga-se ao fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
inibindo a ligagao aos recetores VEGFR-| e -2 na superficie das células endoteliais. A
neutralizagao da atividade bioldgica do VEGF regride a vascularizagao tumoral, inibe a

formagao de novos vasos, o que provoca a inibigdo do crescimento tumoral (Figura 8)*'.
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Figura 8 — Mecanismo de agao do Bevacizumab (Avastin), evidenciando a ligagdo do anticorpo
monoclonal ao fator VEGF-A e inibindo a sua acao32.

5.1.2. Pazopanib

O Pazopanib ¢ utilizado no tratamento do carcinoma de células renais e no sarcoma
dos tecidos moles. O seu mecanismo de acao consiste na inibicao dos recetores das tirosina-
quinases como, os recetores do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR), o recetor

do fator de células estaminais (c-KIT) e os recetores do fator de crescimento derivado das
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plaquetas (PDGFR). Por fim, inibe também a autofosforilagao nas células induzida por ligandos

destes recetores (Figura 9)*.
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Figura 9 — Mecanismo de acao do Pazopanib, demonstrando a inibicdo dos recetores tirosina-quinase
e a inibigao da fosforilagao das células induzidas por ligandos tirosina-quinase34.

5.1.3. Sorafenib

O Sorafenib ¢é indicado para o tratamento do carcinoma hepatocelular, do carcinoma
de células renais e do carcinoma diferenciado da tiroide. E um inibidor multiquinase que
diminui a proliferagao das células tumorais através da redugao da angiogénese tumoral, tem a
capacidade de inibir alvos presentes nas células tumorais e na vasculatura tumoral, como por

exemplo os recetores tirosina-quinase VEGFR e PDGFR*.

5.1.4. Aflibercept

O Aflibercept é utilizado no cancro colorretal e da prostata, € uma proteina
recombinantes que consiste em porgoes ligantes de VEGF dos dominios extracelulares dos
recetores VEGF-1 e -2. O Aflibercept liga-se e bloqueia a ativagao dos recetores de VEGF e a

proliferacio de células endoteliais, impedindo assim a formagio de novos vasos sanguineos *.

O Sunitinib esta indicado no tratamento do tumor maligno do estroma gastrointestinal,
no carcinoma de células renais metastatico e nos tumores neuroendocrinos pancreaticos. O
Sunitinib inibe multiplos recetores tirosina-quinase como, os recetores do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFR), os recetores do fator de crescimento endotelial

vascular (VEGFR) e o recetor do fator estimulador de colénias (CSF-1R)¥.
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5.2. Oportunidades de novas terapéuticas anti-angiogénicas

5.2.1 Terapia Génica

As terapias génicas anti-angiogénicas cancerigenas utilizam duas estratégias, o aumento
genético e o bloqueio genético. O aumento genético consiste na introdugao de genes anti-
angiogénicos exogenos nas células-alvo, de forma que, através da sua expressao a angiogénese
tumoral seja interrompida. O bloqueio genético resulta na inibicao da expressao excessiva de

genes pré-angiogénicos nas células endoteliais e noutras células do tecido tumoral®.

A atuagao da terapéutica genética pode resumir-se em duas categorias: aumentando a
expressao de genes anti-angiogénicos e reduzindo a expressao excessiva de genes pro-

angiogénicos (Figura 10)*®.

Em comparagao com anticorpos monoclonais e anticorpos manipulados, a terapéutica

genética apresenta menores efeitos secundarios e um menor custo de tratamento®.
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Figura 10 — Mecanismo de agdo da terapéutica genética anti-angiogénica, evidenciando a necrose
tumoral provocada pela introdugao de genes inibidores da angiogénese exdgenos na célula-alvo, e pela
inibicdo da expressdo excessiva de genes pré-angiogénicos 38.

5.2.2. Compostos naturais com propriedades anti-angiogénicas

Desde as sociedades primitivas, as plantas, as ervas e as sementes com propriedades
fitoquimicas, eram utilizadas devido aos seus beneficios terapéuticos. Os fitoquimicos tém uma

atividade antioxidante nas células, estimulam as enzimas, imitam hormonas e interferem na
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replicagio do DNA*. No entanto, esta visdio dos compostos fendlicos como panaceias é
largamente suportada por estudos in vitro utilizando células em cultura. Uma vez que durante
a absorgao estes compostos sao extensamente metabolizados nas células epiteliais e do figado,
nao sao claros os mecanismos pelos quais exercem agoes in vivo. Contudo, dado o seu

potencial interesse far-se-a um breve resumo das suas potenciais agoes.

Estas moléculas demonstram eficacia na prevengao do cancro, alguns metabolitos
secundarios das plantas sao considerados potenciais candidatos para a inibigao da angiogénese

patologica®.

Extratos bioativos de plantas e macrofungos demonstram possuir diversos mecanismos
de agao com diferentes vias para inibir a angiogénese, nomeadamente inibindo a atividade dos
recetores VEGF, o que resulta na inibicdo da proliferagao e migragao de células. Também
inibem a formagao de novos vasos sanguineos, a formagao de capilares e induzem a apoptose
de células cancerigenas. Diferentes compostos bioativos podem apresentar atividades distintas
a nivel molecular®. Tal como referido anteriormente, nio se deve perder de vista que a

maioria dos resultados que suportam estas conclusoes foram obtidos in vitro.

Os compostos fenolicos mostram ter uma alta afinidade para alvos moleculares como,
os recetores da membrana, os transportadores das proteinas, os fatores de transcrigao ou
através da modulagao da expressao genética. Estes podem ser utilizados para interferir com o
ciclo celular, inibir de VEGF, MMP-2 e MMP-9, inibir a atividades dos recetores PDGF e VEGF

e reduzir a expressio de HIF-1%°,

Por fim, estudos realizados com compostos alcaldides e terpendides demonstraram

ter eficacia na inibicdo da angiogénese, por meio da inibicao e desregulagio dos seus

mediadores moleculares, como os VEGF, as MMP-9, o TNF induzido e o FGF ¥,

O processo angiogénico no cancro tem alteragoes especificas de splicing alternativo
do RNA. A manipulagao do AS na angiogénese torna-se uma potencial abordagem terapéutica

de forma a bloquear o crescimento tumoral®.

Para modificar o AS na angiogénese do cancro podemos inibir seletivamente isoformas
pro-angiogénicas. As isoformas anti-angiogénicas podem ser excessivamente expressas de

forma a bloquear a vascularizagao do tumor®.

Em vasos cancerigenos as células endoteliais tumorais expressam varias isoformas de

AS que nao sao expressas em células normais que podem representar potenciais alvos
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terapéuticos para a angiogénese. No entanto, uma compreensao mais profunda dos erros do
AS que ocorrem durante o desenvolvimento e progressao do cancro, sera necessaria para a

formulagio de terapéuticas especificas e eficazes™®.

Conclusao

A metastizagao € a forma mais agressiva e letal do cancro, pois a formagao de
metastases aumenta a resisténcia a terapéutica. A angiogénese tumoral € um processo que
sustenta a viabilidade do tumor, promovendo formagao de novos vasos sanguineos e
facilitando metastizagao. Os mediadores moleculares que promovem a formagao de neo-vasos
participam numa rede complexa de interagoes que, em ultima analise, facilitam a passagem das

células cancerigenas para a corrente sanguinea, promovendo assim a anarquia tumoral.

Novas propostas terapéuticas anti-angiogénicas tém surgido, homeadamente pela
inibicao dos fatores de crescimento angiogénico. Estas terapéuticas demonstram uma elevada
eficacia e menos agressividade que as terapéuticas atuais. A natureza dinamica e complexa da
rede de interagoes moleculares que promovem a angiogénese esta, no entanto, longe de estar
completamente esclarecida. Esta nogao leva a que, por um lado seja dificil uma terapéutica
anti-angiogénica eficaz atuando num Unico alvo e, por outro lado, estimula a descoberta de
substancias que de modo sinergistico atuem em diversos alvos moleculares (mediadores da
angiogénese). Uma camada adicional de complexidade resulta do facto de muitos dos
mediadores angiogénicos serem mediadores fisiologicos, e, portanto, a sua inibicao podera ter
consequéncias deletérias. Neste cenario, contudo, a terapéutica angiogénica seletiva a alguns

dos mediadores podera revelar-se de grande utilidade no combate ao cancro.
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