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APRESENTACAO

A Obra “A pesquisa em ciéncias biolégicas: Desafios atuais e perspectivas futuras
3”, traz ao leitor vinte artigos de relevada importancia na area de ciéncias bioldgicas. O
Foco principal desta obra é a discurséo e divulgagéo cientifica de pesquisas nacionais,
englobando as diferentes areas de atuagéo da biologia.

E indubitavelmente evidente o avanco cientifico nesta area, o que aumenta a
importancia e a necessidade de atualizagdo e consolidacdo de conceitos, técnicas,
procedimentos e temas.

As pesquisas estdo divulgadas na forma de artigos originais e de revisdes nos
diferentes campos dentro das Ciéncias Bioldgicas suas subdivisbes ou conexdes. Portanto,
englobando a: Genética, Biologia molecular, Microbiologia, Parasitologia, Virologia,
Patologia e Ecologia. Produzindo assim uma obra transversal que vai do atendimento ao
paciente a pesquisa basica.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores e
estudantes pertencentes as Ciéncias Biologicas e suas interfaces ou areas afins. Entretanto,
€ uma leitura interessante para todos aqueles que de alguma forma se interessam pela
area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informagéo cientifica de
maneira clara e efetiva, em portugués, linguagem acessivel, concisa e didatica, atraindo a
atencéo do leitor, independente se seu interesse é académico ou profissional.

O livro “A pesquisa em ciéncias biologicas: Desafios atuais e perspectivas futuras 3”,
traz publicagdes atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura
adequada, propicia e confiavel para a divulgacgéo cientifica de diversas areas de pesquisa.

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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METASTASE

RESUMO: O cancer é um crescimento
descontrolado das células onde ocorre um
conjunto de vérias falhas acumuladas ao
longo de anos levando um descontrole do ciclo
celular. O desenvolvimento do céncer fornece
as células mutantes vantagens proliferativas e
de sobrevivéncia. Uma das caracteristicas mais
marcantes do tumor soélido é a hipoxia, que atua
como um selecionador de células mutantes para
melhor adaptacdo em um ambiente indspito.
Neste cenario de hip6xia, tumores malignos
secretam sinais ativando uma potente proteina
heterodimerica, o Fator-1 Induzido por Hipoxia
(HIF-1), responsavel por controlar esse feedback
celular em frente a hipéxia. Portanto, as células
cancerigenas utilizam o HIF-1 como mecanismo
de sobrevivéncia a hipbxia e a falta de nutrientes.
O proposito deste trabalho é investigar qual
0 papel do HIF-1 nos tumores soélidos e qual a
sua relagdo com a metastase, pois no cancer de
tumor sélido o HIF -1 é regulado, principalmente,
pela hipdxia tumoral, que levara a estabilizacao
dessa proteina, fazendo com que seja expressa
e ativada, para assim poder atuar. Conforme
a necessidade, podera vir a regular e a mediar
diversos genes para sobrevivéncia, crescimento
e, por fim, possa sofrer metastase. Levando
a concluir que o HIF-1 medeia o crescimento
tumoral, levando-os a alcancar o0s vasos
sanguineos de tecidos proximos, por meio da
angiogénese, atingindo a circulagdo, e assim
ocorra a metastase. E por estar envolvido
coordenando diversos genes da cadeia
metastatica, o HIF-1 vem se tornando atrativo
para novas estratégias terapéuticas.

PALAVRAS-CHAVE: Genes alvos; Hipoxia;
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Alvos terapéuticos; Tumor; Efeito de Warburg.
THE ROLE OF HYPOXIA-INDUCIBLE FACTOR-1 IN METASTASIS

ABSTRACT: Cancer is an uncontrolled growth of cells wherein a set of several failures
accumulated over the years that occurs leading to a loss of the cell cycle control. The
development of cancer cells provides mutant proliferative and survival advantages. One of
the most striking features of solid tumor is hypoxia, which acts as a selector of mutant cells
for better adaptation in an inhospitable environment. In this scenario of hypoxia, malignant
tumors secrete signals that activate a potent heterodimeric protein, the Hypoxia Induced
Factor-1 (HIF-1), responsible for controlling this cellular feedback in front of hypoxia, however,
the cancer cells use HIF-1 as a mechanism of survival to hypoxia and lack of nutrients. The
purpose of this work is to investigate the role of HIF-1 in solid tumors and its relation to
metastasis, because in solid tumor cancer, HIF-1 is mainly regulated by tumor hypoxia, which
will lead to the stabilization of this protein, and it is expressed and activated, in order to be
able to act. As needed, it may regulate and mediate several genes for survival, growth, and
ultimately, metastasis. In conclusion, HIF-1 mediates tumors growth, leading them to reach
the blood vessels of nearby tissues, through angiogenesis, reaching the circulation, and thus
metastasis. And because it is involved by coordinating several genes in the metastatic chain,
HIF-1 has become attractive for new therapeutic strategies.

Keywords: Target genes; Hypoxia; Target therapeutic; Tumor; Warburg effect

11 INTRODUGAO

Os organismos aerébios precisam adequadamente de oxigénio (O,) para a
sobrevivéncia, pois € um gas de extrema importancia, principalmente, para respiragéo
celular (WIGERUP; PAHLMAN e BEXELL, 2016). As células tém mecanismos extras e
intracelulares que monitoram a homeostase de O,, pois, para a maioria dessas células ele
€ necessario para a producéo adequada de ATP e, dessa forma, fazerem corretamente as
suas fungdes metabdlicas. Alteragcdes nos niveis de O,, a privacdo (hipoxia) ou excesso
(hiperbxia), podem acarretar danos irreparaveis (ZIELLO; JOUIN e HUANG, 2007;
FERREIRA, 2006). Mas nem sempre a hipoxia € maléfica, possuindo fungéo de suma
importancia, sendo benéfica na fisiologia e no desenvolvimento de mamiferos (CASTRO,
2014; ZIELLO; JOUIN e HUANG, 2007), visto que € considerado hipoxia, apenas quando
a quantidade de O, encontra-se a patamares criticos de disponibilidade (CASTRO, 2014,
FRAGA, RIBEIRO e MEDEIROS, 2009).

Entretanto, ha um fator que regula o feedback celular em frente a hipoxia e, também,
da homeostase do O,, o fator-1 de transcri¢cdo induzido por hipdxia (HIF-1), que vai ativar
genes que possuem o intuito de aumentar a acessibilidade e a ajustar o metabolismo em
frente a privacdo de oxigénio (FRAGA, RIBEIRO e MEDEIROS, 2009). Trata-se de proteina
heterodimerica, composta por duas subunidades, a subunidade beta (HIF-1beta) e a alfa
(HIF-1alfa), que é altamente expressa apenas em estado de hipdxia (CASTRO, 2014;
SEMENZA, 2010). Todavia, variados fatores podem regular e inativar o HIF-1 (CASTRO,
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2014; FRAGA; RIBEIRO e MEDEIROS, 2009). O principal regulador € o oxigénio, também
0s oncogenes podem estabilizar ou degrada-la. Outro fator de regulagdo é a hipOxia
tumoral (FRAGA; RIBEIRO e MEDEIROS, 2009), as quais para sobreviverem induzem a
angiogénese, por possuirem uma grande demanda energética (ZIELLO; JOUIN e HUANG,
2007), formando vasos sanguineos desorganizados e com uma inadequada estrutura. Ha
estudos que propde a relacéo de angiogénese/metastase, o que leva a acreditar que existe
uma correlagdo com a superexpressao do HIF-1 (FRAGA; RIBEIRO e MEDEIROS, 2009),
pois, € o principal indutor da angiogénese (ZIELLO; JOUIN e HUANG, 2007).

Além de tudo, o HIF-1 encontrar-se, ainda envolvido em diversas etapas do processo
metastatico, a principal causa de morte relacionada ao cancer e a superexpressao do HIF-1
foi associada a dificuldade no tratamento e na queda da sobrevida (WIGERUP; PAHLMAN
e BEXELL, 2016). Por isso o objetivo deste trabalho, é abordar qual o papel do HIF-1 nos

tumores so6lidos e a qual a sua relagcdo nas metastases.

21 METODOLOGIA

Foi feito uma reviséo bibliografica de artigos pesquisados em bancos de dados online
PUBMED, LILACS, MEDLINE, entre os periodos de 2008 a 2018, salvo os de importancia
cientifica, utilizando como palavras-chave: hipoxia inducible-factor 1; hif-1 and metastases;
target genes e metabolism. Também foram utilizados alguns livros e tese de doutorado.

31 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cancer

O céncer é um crescimento descontrolado das células, um conjunto de varias
falhas acumuladas ao longo dos anos, e que ndo obedecem aos controles do ciclo
celular genético (LODISH et al., 2005, p. 933). Com o passar dos anos, na vida adulta,
a regulacao génica desde o nascimento, crescimento, proliferacéo, diferenciacdo e
morte celular, perdem gradativamente esse mecanismo de regulacdo (SANTOS,
2013, p. 23). O desenvolvimento do cancer € um resultado de células com mutacdes
que fornecem sobrevivéncia e vantagens proliferativas (FEITELSON et al., 2015).

As neoplasias (novo crescimento) sdo classificadas como benignas ou
malignas (INCA, 2011, p. 19; LODISH et al., 2005, p. 935). Neoplasias benignas ou
tumores benignos assemelham-se as células normais em termos de funcionalidade,
crescimento lento e organizado. Podem formar uma capa fibrosa delimitando sua
extensao, tornando-se um bom alvo para cirurgia. Porém, seu tamanho pode
interferir na funcao normal de algum 6rgéo (LODISH et al., 2005, p. 935).

Em contraste, neoplasias malignas ou tumores malignos, s&o mais agressivos,
crescem de maneira descontrolada e se dividem mais rapidamente (LODISH, et
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al. 2005, p. 935). Duas habilidades cruciais para o cancer maligno € a imortalidade
celular, produzindo inimeros descendentes e a angiogénese, formagdo de novos
vasos sanguineos (SCHULTZ, 2011, p. 1040). Quando esses tumores crescem,
podem alcancar outros tecidos préximos, principalmente o sistema circulatério,
criando a metastase, que € uma proliferagdo secundaria (LODISH et al. 2005, p.
935).

3.2 Cancer e hipoxia

A formacgéo do tumor e a distancia dos vasos sanguineos que transportam oxigénio
e nutrientes criam um ambiente inadequado para sobrevivéncia das células mutantes
(IKEMORI e SAITO, 2013, p. 142). Em um cenario de hipdxia (baixa concentragéo de
oxigénio), os tumores malignos, secretam sinais angiogénicos, ativando uma potente
proteina, o fator-1 induzivel por hipdéxia (HIF-1alfa), que por sua vez, ativa a transcricdo
de genes pro-angiogénicos como o Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF)
(ALBERTS et al., 2010, p. 1210-1211), Fator de Crescimento Fibroblastico Basico (BFGF),
Fator de Crescimento Tumoral alfa (TGFa) (LODISH et al., 2005, p. 936) (Figura 1).

Producdc de

Crescimento dos vasos sanauineos
VEGF

e B

-
Tumor _. ; ‘ Crescimento Tumoral
-

VEGF ®

Figura 1. Mecanismo de ativacédo tumoral pela secregéo do Fator de Crescimento Vascular Endotelial
(VEGF) promovendo o crescimento de novos vasos sanguineos permitindo a progressao do
crescimento tumoral. Fonte: Rampling et al. (1994).

A hipoxia atua como um selecionador de células mutantes que poderédo se adaptar

melhor em um ambiente inéspito (ALBERTS et al., 2010, p. 1210). A condicéo de hipbxia

no microambiente tumoral cria um pH baixo atingindo valores iguais a 5,8, sendo a média
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igual 7, comparando com o tecido normal que é de 7,5. O pH baixo € uma consequéncia
da producgéo de lactato, fruto do metabolismo anaerébico, que acidifica o ambiente, uma
caracteristica de tumores malignos, importante para metastase e ruim para o tratamento
com quimioterapia e radioterapia (MACHADO e CHAMMAS, 2013, p. 161-162). Por
isso a primeira mudanca diferenciadora entre células neoplasicas e normais é a taxa de
proliferacao de células elevada e a diminuicdo da morte celular, por causa da elevagéao da
expressao dos fatores de sobrevivéncia e crescimento (SONI e PADWARD, 2017).

41 FATOR-1 INDUZIDO POR HIPOXIA (HIF)

4.1 Estrutura

O fator-1 induzido por hipoxia (HIF) é uma proteina heterodimerica que foi descoberta
no ano de 1991 por Wang e Semenza (SEMENZA et al., 1991) quando se estudava a hipdxia
induzida pela eritropoiese (KOYASU et al., 2018; HUBBI e SEMENZA, 2015; MASOUND
e LI, 2015). O HIF-1 regula a hipdxia (PALAZON et al., 2014), atuando como um fator de
transcricdo, detectando e respondendo a baixa nos niveis de oxigénio tecidual (WIGERUP;
PAHLMAN e BEXELL, 2016), além de regular a homeostase do oxigénio (SAMANTA et al.,
2014). Compondo-se de duas subunidades: uma subunidade alfa (HIF-1alfa) e outra beta
(HIF-1beta) (Figura 2). Observa-se que ambas as proteinas possuem dominios importantes
para formar o heterodimero e permitir a ligacdo do HIF-1 em regibes especificas dos genes
alvos (bHLH-PAS-A/B). Outro dominio pode ser encontrado tanto na subunidade alfa como
na beta, o qual esta relacionado com a regulacdo da sua estabilidade pos-traducional e
transativagdo, o dominio TAD (dominio de transativagdo), entretanto, a subunidade HIF-
1beta possui apenas um, o dominio C-TAD (ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007). Os outros
tém somente na subunidade alfa: o dominio de degradacdo dependente de oxigénio (ODD)
(regido onde ocorre o controle da sua estabilizagdo na auséncia de oxigénio), dois dominios
de transativagéo (TAD) (regido importante onde se ligam proteinas acessorias na transcrigao
de genes-alvos) e dominios de sinalizagcdo nuclear (NSL- localizado nas regides C-TAD e
N-TAD; regido necessaria para direcionar o HIF-1 para a regido nuclear ap6s a sua sintese)
(SONI e PADWARD, 2017) e dominio inibitorio (ID ou IH) e regula negativamente os dominios
de transativagéo (SONI e PADWARD, 2017; PAWLUS et al., 2013).
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Figura 2. Representacdo esquematica das proteinas que constituem as duas subunidades do HIF-1
humano (FERREIRA, 2006).

A subunidade alfa é sensivel ao oxigénio, enquanto que a subunidade beta é
onipresente e constitutivamente expressa. A subunidade beta (HIF-1beta) é também
conhecida como ARNT (sigla em inglés para translocador nuclear do receptor de aril
hidrocarboneto) (WIGERUP, PAHLMAN e BEXELL, 2016; CASTELLARNAU; ATAURI e
CASCANTI, 2016).

A subunidade HIF-1beta é uma proteina nuclear, enquanto que a subunidade HIF-1
alfa é transportada do citoplasma para nucleo somente em condi¢des de hipdxia (LATHA e
SADDALA, 2017).

Aheterodimerizagédo da subunidade HIF-1alfa e HIF-1beta se d4 através dos dominios
HLH e PAS, de ambos. O HIF-1 ativo reconhece e se liga aos elementos de resposta a
hipéxia (HRE) presentes em centenas de genes (MAJMUNDAR; WONG e SIMON, 2010).
Além do mais, o bHLH-PAS s&o essenciais para permitir que haja a heterodimerizacéo
(MASOUND e LI, 2015), portanto, o que regula essa dimerizagdo entre as subunidades sdo
essa interagao entre os dominios bHLH de ambos (FRAGA; RIBEIRO e MEDEIROS, 2009).

O dominio de degradacdo dependente de oxigénio (ODD) da subunidade HIF-
alfa, fica dentro do qual se encontram localizados os dominios de transativagdo (TADs)
(WIGERUP; PAHLMAN e BEXELL, 2016). O ODD trata-se de um dominio contendo os
aminoécidos serina e prolina, que sdo importantes na estabiliza¢do da proteina, sendo que
o N-TAD é responsavel por estabilizar e o C-TAD modular a transcricdo de genes alvos
(SONI e PADWARD, 2017) em condi¢6es de hipdxia (YU; TANG e SUN, 2017).

Atualmente ja existe um melhor conhecimento sobre a familia dos fatores de
transcri¢do, visto que ha trés isoformas da subunidade alfa: o HIF-1 alfa, HIF-2 alfa e HIF-3
alfa (SALLAIS et al., 2017; SPIRINA et al., 2017; CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANTI,
2016). (Figura 3). O HIF-1 alfa € expresso em todas as células, porém, as outras (HIF-
2alfa e 3alfa) sédo expressos em apenas em alguns tecidos, visto que a subunidade HIF-
3alfa é a menos estudada (MAJMUNDAR; WONG e SIMON, 2010; CASTELLARNAU;
ATAURI e CASCANTI, 2016). O HIF-1 alfa e 2alfa possuem um dominio de transativacéo
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N-terminal e outro C-terminal (N-TAD e C-TAD) e ambos atuam como reguladores positivos
da transcricdo enquanto o HIF-3alfa s6 possui o N-TAD (YU; TANG e SUN, 2017).

Figura 3. Representacao esquematica das isoformas do HIF-alfa e os dominios funcionais (bHLH, PAS,
TAD). HIF 1a e HIF-2a compartilham alto grau de semelhanca de sequéncia de aminoacidos e ambos
tém dois dominios de transativacdo (TADs) distintos (C-TAD e N-TAD), que sdo importantes para a
interagdo com co-ativadores da transcrigdo. Em contraste, o HIF-3a tem apenas N-TAD (MASOUND e
LI, 2015).

4.2 HIF-1: Regulacao e Expressao

Os mecanismos reguladores que possuem o maior impacto sobre a atividade do HIF-
1 alfa, sdo aqueles que ocorrem por meio de modificacdes pods-traducionais da proteina HIF-
1alfa (KOYASU et al., 2018). Entre os principais mecanismos reguladores pos-traducionais da
estabilidade da subunidade HIF-1alfa a disponibilidade de oxigénio e & considerada a crucial
(PALAZON et al., 2014; SEMENZA, 2012). A regulagédo acontece em niveis multiplos, porém,
o mais influente mecanismo € aquele mediado pela dependéncia de enzimas dioxigenase
e pelo sistema mediado pela via ubiquitina-proteassoma, os quais levam a degradagéao
da subunidade HIF-1alfa quando ha a disponibilidade de oxigénio no tecido (KOYASU et
al., 2018). Todavia, geralmente, o HIF-alfa encontra-se em altos niveis de expressdo em
situagoes de hipdxia (DEVINE et al., 2017), pressupondo que ha diferengas nos mecanismos
de regulacéo e expressao da subunidade alfa em relagéo ambientes hipoxico e normoxico.

Anormoxia é responsavel pela regulagdo negativa do HIF-alfa (MASOUND e LI, 2015).
Sob essa condigdo o HIF-1alfa possui uma meia-vida curta, logo é degradado rapidamente
(HUBBI e SEMENZA, 2015; MASOUND e LI, 2015) pelo sistema proteassémico. O tempo de
meia-vida & em torno de 5-10 minutos (MASOUND et al., 2015), ocorrendo a degradacao do
HIF-1alfa antes mesmo da sua translocagéo para o nucleo (PARK et al., 2017). Um grupo de
proteinas dioxigenases (MASOUND e LI, 2015; BROCATO; CHERVOSA e COSTA, 2014),
conhecidas como prolil hidroxilases (PHD 1, PHD 2 e PHD 3) estdo ativadas em condic¢des de
normoxia e fazem a hidroxilagdo do HIF-1alfa, em residuos especificos de prolina (posicoes
402 e 564) presentes no dominio de degradacdo dependente (ODD) do HIF-1alfa. Apos a
hidroxilagao do HIF-1alfa a proteina supressora de tumor von Hippel-Lindau (VHL), a qual faz
parte de um complexo de ubiquitinagéo, liga-se a estes residuos de prolinas hidroxilados e
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mediara a degradacéo pela via proteassémica, (KOYASU et al., 2018; SALLAIS et al., 2017;
CHEN e LOU, 2017).

As enzimas dioxigenases usam o 2-oxoglutarato (2-OG) e o oxigénio como substratos
para hidroxilarem os residuos de prolina do HIF-1alfa, além de requerem co-fatores como
ferro (2+) e ascorbato (CHEN e LOU, 2017; MASOUND e LI, 2015; BROCATO; CHERVOSA
e COSTA, 2014). Por isso, para haver a hidroxilagdo de residuos de prolina é preciso de
niveis suficiente de oxigénio (MASOUND e LI, 2015), e, além do mais, a hidroxilagcao servira
como forma de sinalizador para pVHL, o qual marcara a subunidade alfa para ser degradada
(WIGERUP; PAHLMAN e BEXELL, 2016).

Outra hidroxilase que possui um papel importante na inativagdo do HIF-alfa em
condicbes de normoxia € o Fator Inibidor do HIF-1 (FIH1) (KOYASU et al., 2018; SALLAIS
et al, 2017; CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANTI, 2016) ou asparginil hidroxilase
(MASOUND e LI, 2015). Esse fator regula a atividade transcricional do HIF-alfa. O residuo
de asparagina (posi¢éo 803) que € hidroxilado pelo FIH1 se localiza no dominio C-TAD do
HIF-1alfa, que quando hidroxilado impede sua ligacdo com o seu co-ativador transcricional,
0 p300/CBP (SALLAIS et al., 2017; PALAZON et al., 2014). O FIH1 atua principalmente na
regido nuclear regulando o complexo de transcricao do HIF-1 (impede formag&o do complexo
HIF-1 e coativadores p300/CBP), enquanto que as PHDs atuam na regido citoplasmatica
regulando a sua estabilidade (LIANG et al., 2015). Em resumo a via de regulagdo dependente
do oxigénio tém uma série de modificacdes pds-traducionais, a via que envolve o pVHL que
regula a estabilidade da subunidade alfa, e a via que independe de pVHL, via do FIH-1, a qual
regula a transativagdo do HIF-1 (MASOUND e LI, 2015).

Sob hipoxia as PHDs s&o inativadas (CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANTI,
2016; HUBBI e SEMENZA, 2015) e o FIH1 é inibido (SALLAIS et al., 2017), ou seja, havera
uma diminuicdo na hidroxilagdo dependente dessas proteinas (PALAZON et al., 2014),
deixando o HIF-alfa livre para ser transcricionalmente ativo (SALLAIS et al., 2017). Isto
levaré a estabilizagdo da proteina HIF-1alfa, além de adquirir caracteristicas de transativagao
(KOYASU et al., 2018), ou seja, havera o transporte da subunidade HIF-alfa para dentro do
nucleo (YANG, N. et al., 2016; ZEPEDA et al., 2014). Desta forma, ocorrerd um acumulo da
subunidade HIF-1alfa (BURROUGHS et al., 2014) e 0 mesmo ira interagir com a subunidade
HIF-1beta, formando o heterodimero HIF-1 ativo (CASTRO, 2014; MAJMUNDAR; WONG e
SIMON, 2010).

Um complexo de transcrigéo sera formado no nucleo; é a jun¢édo do HIF heterodimero
com os co-ativadores (p300/CBP) (BURROUGHS et al., 2014), que ira se ligar ao DNA em
locais especificos contendo uma sequéncia de nucleotideos 5-RCGT-3’ (R= purina, A ou
G) dentro dos Elementos Responsivos a Hipoxia (HREs) (HU et al., 2014; BURROUGHS et
al., 2014), que séo regides promotoras dos genes alvos (SALLAIS et al., 2017; WIGERUP;
PAHLMAN e BEXELL, 2016; HU et al., 2014) localizado ao redor ou nas regides promotoras
de cada gene (KOYASU et al., 2018) e assim ativa a transcricdo de centenas de genes alvos

A pesquisa em ciéncias biolégicas Desafios atuais e perspectivas futuras 3 Capitulo 1 _



com o intuito de coordenar a resposta a hipéxia (SALLAIS et al., 2017; HUBBI e SEMENZA,
2015; PAWLUS et al., 2013). Portanto, sdo nas células e tecidos submetidos as condi¢des de
hipbxia em que se pode encontrar um alto nivel de expressdo do HIF-1alfa e detectar seus
genes alvos (KOYASU et al., 2018).

Além das vias ja citadas, outras vias podem regular os HIF-1alfa que ndo dependem
de hipdxia (ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007), como fatores de crescimento, citocinas
(MASOUND e LI, 2015; TANG e YU, 2012; ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007) e outras vias de
sinalizagéo como a via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e a via Proteino-quinase ativada por
mitogeno (MAPK) (TANG e YU, 2012; ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007).

51 METABOLISMO

O oxigénio € um elemento essencial para que ocorra a producéo adequada de ATP
na mitocondria das células aerdbias para que assim atividades metabdlicas possam ser
realizadas de forma eficiente (ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007).

Quando o oxigénio € acessivel, a célula produz a maior parte de ATP pela via
da fosforilagdo oxidativa, porém, no ambiente hipoxico ocorre uma mudanga para o
metabolismo anaerobico, possibilitando a producdo de energia. Porquanto, o HIF-1 é o
principal coordenador dessa mudanca, através da inducéo de varias enzimas glicoliticas
e dos Transportadores de Glicose (GLUTs) (MASOUND e LI, 2015; BURROUGHS et al.,
2014; SEMENZA, 2012; ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007). Segundo Semenza (2012),
o HIF-1 medeia a transicdo do metabolismo oxidativo para o glicolitico através da
regulacdo de quatro fatores; PDK1, LDH-A, BNIP3 e BNIP3L. O PDK1 codifica a Piruvato
Desidrogenase Quinase 1 que fosforila e inativa a enzima Piruvato Desidrogenase (PDH),
inibindo assim a conversao de Piruvato em Acetil-Coenzima A para entrada no ciclo TCA
(acido tricarboxilico). O LDHA codifica Lactato Desidrogenase A que converte o piruvato em
lactato, e a BNIP3 e BNIP3L medeiam a autofagia seletiva mitocondrial (DAI et al., 2017;
ZIELLO; JOVIN e HUANG, 2007).

Como resultados da glicolise anaerdbica temos a diminuicéo da produgdo de EROs
(espécies reativas de oxigénio), gerada pela fosforilagcdo oxidativa e o acimulo do lactato,
que se néo for evitada podera levar a acidose hipoxica, acarretando na diminuicao do pH
intracelular, em dano celular e a morte. No entanto, o HIF-1 ativa a sintese de transportadores
de monocarboxilato (por exemplo, MCT) que expulsa o lactato para o espaco extracelular
(DAl et al., 2017; BURROUGHS et al., 2014) e CA-9 e -12, (enzimas anidrases carbdnicas
9 e 12), que usam o gas carbono (CO,) para gerar bicarbonato (HCO,’) para minimizar os
efeitos da acidose e aumentar sobrevivéncia celular (BURROUGHS et al., 2014).
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61 EFEITO WARBURG

As células tumorais mesmo na presenca de ambientes em condi¢cbes normais de
tenséo de oxigénio utilizam preferencialmente a via glicolitica como via geradora de energia,
fenébmeno conhecido como efeito Warburg, e o HIF-1alfa possui um papel central nessa
mudanga no metabolismo, da fosforilagdo oxidativa de glicose para a glicolitica (MASOUND
e LI, 2015), que, contudo, é menos eficiente (DAI et al., 2017; MASOUND e LI, 2015). A
glicélise ocorre no citosol, produzindo duas moléculas de ATP, contra 38 produzidas a partir
da oxidagdo da glicose na mitocéndria (DAI et al., 2017). Além disso, o HIF, influéncia as
vérias vias chaves do metabolismo do tumor e séo elas as vias das pentoses fosfatos (PPP),
lipidios, acidos nucléicos e metabolismo dos aminoacidos (CASTELLARNAU; ATAURI e
CASCANTI, 2016; MAUMUNDAR; WONG e SIMON, 2010).

No inicio da década de 1920, Otto Warburg descreveu pela primeira vez um
fendbmeno chamado de glicolise aerdbica ou efeito Warburg (CASTELLARNAU; ATAURI e
CASCANTI, 2016; LU; TAN e CAl, 2015), propondo a ideia em que ha uma diferenga no
metabolismo tumoral e metabolismo de uma célula normal, que depende de glicélise para
producdo de energia, mesmo havendo oxigénio (CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANT],
2016; PAVLIDES et al., 2009). Definindo, o efeito Warburg é um fenbmeno onde a maioria
das células cancerosas usa uma alta taxa de glicose para producéo de energia, mas nao
através da fosforilagdo oxidativa, mesmo que haja disponibilidade de oxigénio. Do qual, é
considerado uma assinatura caracteristica das células tumorais (LEE, S. et al., 2017; BAN et
al., 2017) (Figura 4)
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Pouco'ou nada
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Figura 4. Diferencas metabolicas entre uma célula normal e uma célula cancerigena. Quando ha
uma disponibilidade de oxigénio, em uma célula normal a glicose gera energia principalmente pela
fosforilagado oxidativa na mitocéndria, enquanto em uma célula cancerigena ocorre a glicolise aerobica
no citosol. Fonte: GeneWei.com.
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Havia uma ideia em que as células usam glicose apenas para produzirem ATP quando
n&o h4 oxigénio disponivel. Porém, houve uma mudanga quanto a isto, pois, ja se sabe que as
células mudam o metabolismo oxidativo para glicolitico antes mesmo de ocorrer a limitagdo
da disponibilidade de oxigénio, ou seja, ndo é somente para produc¢ado de energia, mas para
evitar a producéo de radicais livres de oxigénio (ROS), os quais em niveis elevados levam
a disfuncéo e morte celular, manter a homeostase redox e, assim, garantir sobrevivéncia
celular (SEMENZA, 2017).

O HIF-1 é um importante mediador do efeito Warburg, pois, estimula a expressao e
ativacdo das isoformas das enzimas glicoliticas, as quais sao diferentes das encontradas
em células normais, como, por exemplo, PKM2 (Piruvato Quinase Isoforma M2) que é
determinante na glicolise (SONI e PADWARD, 2017). A glicélise permite que as células
cancerigenas possam evitar a producao excessiva de ERO, que é gerado pela oxidagéo da
glicose, portanto, sendo uma vantagem adaptativa de sobrevivéncia (LU; TAN e CAl, 2015).

A complexa rede que leva ao fenédmeno de Warburg incluem alteragdes mitocéndrias,
elevada taxa de limitagdo das enzimas na glicélise envolvendo isoformas especificas como a
PKM2 e Hexoquinase 2 (HK2), regulagéo intracelular do pH e mudanca induzida por hipdxia
para metabolismo anaerébio (CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANTI, 2016). A PKM2
ird estimular a atividade do HIF-1, ao unir-se a ele (SONI e PADWARD, 2017). Ha relatos
do HIF-1 ativando a transcricdo de PKM2, que é a responsavel por aumentar a ligagcdo do
HIF-1 aos motivos HREs dos genes alvos, recrutamento da p300 e transativacdo de genes
alvos (BROCATO; CHERVONA e COSTA, 2014). E este aumento no consumo de glicose
que fornece um suporte anabdlico para proliferacdo e aumentar a capacidade antioxidante,
0 desvio do destino do piruvato para longe da oxidagdo mitocondrial fazendo com que as
células evitem a produgéo excessiva de ROS, s@o beneficios que o efeito de Warburg traz
para as células tumorais (LU; TAN e CAl, 2015). Entdo os niveis ROS véo estar reduzidos, a
producéo dos metabdlitos intermediarios vai estar alta para a biossintese macromolecular e
acidificagdo do microambiente extracelular devido a excregéo do lactato (CASTELLARNAU;
ATAURI e CASCANTI, 2016) e é, exatamente, por isso que as células cancerigenas estéao
melhor preparadas para tolerar o estresse oxidativo, sendo o metabolismo oxidativo um
antagonista da metastase (LU; TAN e CAl, 2015).

Nas células normais a degradagdo da glicose é para que haja quase que uma
producdo maxima de energia e de forma exclusiva, privando as células das biossinteses dos
blocos de construgéo. Diferentemente das células cancerosas, onde o consumo de glicose
€, principalmente, para fornecer constantemente intermediarios glicoliticos (produtos da
quebra da glicose) para que as necessidades anabdlicas sejam supridas possibilite uma alta
diviséo celular. Por isso os intermediarios glicoliticos demonstram ser mais importantes que
0 piruvato, que € o seu produto final. E é exatamente por isso que as células cancerigenas
utilizam diversos métodos para retardar a ultima fase da glicolise pela Piruvato Quinase
(PKM), para que ocorra o acumulo de intermediario glicoliticos para a biossintese. Além do
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mais, os metabdlitos intermediarios sdo precursores que podem ser desviados para outras
vias anabdlicas, como a via das pentoses fosfatos (PPP), vias séricas e triacilglicerol para
sintese de aminoacido, nucleotideos e lipidios (LU; TAN e CAl, 2015).

71 METASTASE

A expansé@o e a progressdo, seguida por adaptacdes e alteragbes genéticas séo
caracteristicas que compde o desenvolvimento do tumor (CUYAR et al, 2009, p. 134).
Apds as transformacgbes neopléasicas, que primeiramente precisa impedir 0s mecanismos
que impedem a proliferagéo desenfreada como a apoptose (morte celular programada) ou
sinalizacdo de feedback negativo (CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANTI, 2016), para
que haja o crescimento de células malignas, estas irdo passar por diversas etapas: sofre
uma proliferacéo sustentada, logo apdés uma evasdo de superexpressao do crescimento,
resisténcia a morte celular; uma imortalidade replicativa; evasédo da destruicdo imunologica;
inflamacdo do tumor; ativacdo da invasdo e da metastase; indugdo da angiogénese;
instabilidade gendmica e alteragbes do metabolismo (LEE et al., 2017; CASTELLARNAU;
ATAURI e CASCANTI, 2016).

A caracteristica mais marcante do tumor s6lido com rapido crescimento € a hipoxia
(LEE et al., 2017; LU; TAN e CAl, 2015), quase que de forma universal (LU; TAN e CAl,
2015). Os tumores sélidos, frequentemente, tém niveis altissimos do acimulo de HIF-1alfa
(MAUJMUNDAR; WONG e SIMON, 2010). O aumento na proliferagéo das células cancerosas,
com produgéo de alta celularidade tumoral e aumento no consumo de oxigénio (JU et al.,
2017; JOHNSON et al., 2017), mas como o fluxo sanguineo &, frequentemente, comprometido
em tumores sélidos, faz com que haja regides intratumorais em que as tensdes de oxigénio
encontram-se baixos (JOHNSON, SOWDER e GIACCIA, 2017; RANKIN e GIACCIA,
2016). Essas variagbes do oxigénio surgem de vasos sanguineos anormais, estrutural e
funcionalmente (JOHNSON, SOWDER e GIACCIA, 2017; SEMENZA, 2012), resultando na
incapacidade de oxigenagé@o e nutricdo do tumor (TSAI et al., 2018), por isso o tumor é
incapaz de progredir sem a angiogénese (FRAGA; RIBEIRO e MEDEIROS, 2009), que se
trata da formagéo de vasos a partir de vasos preexistentes (YANG, T. et al., 2016).

Como as células tumorais crescem rapidamente, seu microambiente torna-se cada
vez mais hipoxico, dado que mesmo tumores pequenos podem demonstrar sinais de hipdxia
e, portanto, dependerem também, da angiogénese (WANG et al., 2017). Isso indica que o
ambiente impulsiona a agressividade do tumor em crescimento (SONI e PADWARD, 2017).
Portanto, as células cancerigenas tornam-se hipdxicas seguindo uma simples relagéo entre
a diminuicéo da distribuicéo e difusdo do oxigénio, com o aumento do consumo de oxigénio
(SONI e PADWARD, 2017; MAUJMUNDAR; WONG e SIMON, 2010).

Muitos tumores malignos e agressivos tem resisténcia as terapias convencionais

(radioterapia e quimioterapia) por causa do microambiente hipoxico (LU et al., 2016), pois,
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sd0 mais geneticamente instaveis, resistentes a apoptose e tem mais potencial metastatico
(BURROUGHS et al., 2014), sendo por isso a hipoxia um fator prognéstico negativo (LU; TAN
e CAl, 2015). E dentro de todas as caracteristicas ja citadas do cancer, a metastase € o maior
obstéculo (LEE et al., 2017), além de ser o maior determinante da morbidade em relagéo ao
cancer (HIELSCHER e GERECHT, 2015).

O HIF-1 possui um papel-chave na adaptacéo tumoral em condi¢cdes de hipdxia
(DAI et al., 2017; JING; WANG e XU, 2017), pois, desempenha uma funcdo importante
na recorréncia, disseminagdo e na resisténcia a radio e quimioterapia (PANG et al.,2017).
A hipdxia intratumoral induz a expressdo do HIF-1alfa, que esta associado ao risco de
metastase, recaida e mortalidade clinica (JU et al., 2017). Niveis elevados de HIF-1alfa,
também, estéo relacionados com o feno6tipo proliferativo para invasivo (LOFTUS et al., 2018;
RANKIN e GIACCIA, 2016) e ha relatos que a sua maior expressao esta de fato relacionado
com pior prognéstico (LIN et al., 2017; LU; TAN e CAl, 2015). Portanto, a hipdxia e a ativagéo
da sinalizagédo do HIF-1 influenciam vérias etapas dentro da cascata metastatica (RANKIN e
GIACCIA, 2016).

As mudancgas adaptativas s@o mediadas, primeiro, pelo HIF, regulador mestre para
equilibrar a oferta e a demanda de oxigénio (LU; TAN e CAl, 2015). Regulando muitos genes
envolvidos a angiogénese, metabolismo, proliferacdo, sobrevivéncia, regulacdo do pH,
migracéo celular (PARK et al.,2016) e invasdo (PARK et al., 2017), uma vez que as células
tumorais, promovem a transcri¢do para se adaptarem (PARK et al., 2016; SONI e PADWARD,
2017). Ou seja, o microambiente hipdxico promove a metastase através da ativagéo de varios
genes responsivos ao HIF, que unidos regulam todos os estagios de propagac¢éo cancerigena
(MAJMUNDAR; WONG e SIMON, 2010).

Em condi¢bes de hipoxia o HIF-1alfa acumula-se e ativa centenas de genes alvos
(SHAN et al.,, 2018; JING; WANG e XU, 2017; BURROUGHS et al., 2014), como fatores
angiogénicos, proliferantes, transportadores de glicose e metaloproteinases. (SHAN et al.,
2018). Estes genes estdo associados ao crescimento, metabolismo, invasdo e a metastase
do tumor (JING; WANG e XU, 2017). O HIF-1alfa liga-se ao HRE e aumenta a expressao de
genes que sao regulados pela hipdxia e que geram mudangas para que as células tumorais
possam sobreviver (SHAN et al.,2018). Estes genes alvos medeiam a invasividade e a
cascata metastatica durante a progressao do tumor (DAl et al., 2017). A elevagédo do HIF-
1alfa & proporcional ao aumento do tumor (ZIELLO; JOUIN e HUANG, 2007).

Por isso nos estagios iniciais da metéstase, as células tumorais obtém caracteristicas
invasivas e migratérias, fazendo com que elas saiam da massa tumoral primaria e penetrem
no hospedeiro vizinho e em distantes tecidos, valendo-se de estratégias individuais e coletivas
de migracao. Nos estagios finais da metastase, as células sdo guiadas pela capacidade de as
células tumorais disseminadas de colonizarem, sobreviverem e crescerem no microambiente
distante (RANKIN e GIACCIA, 2016). E neste estagio final e longinquo, o HIF-1 promove
a angiogénese, pois, diferentemente dos tumores primarios, a metastase precisa de
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angiogénese para suportar o seu crescimento (LIN et al., 2017; RANKIN e GIACCIA, 2016).
E curiosamente, células tumorais podem ter niveis altos de HIF-1alfa sob normdxia, o que é
conhecido como pseudo-hipoxia (CASTELLARNAU; ATAURI e CASCANTI, 2016).

81 GENES-ALVOS DO HIF-1

O HIF-1 vem sendo relacionado a regulagé@o de varios genes envolvidos nas varias
etapas de invasado tumoral e metastase (MA et al., 2018; PANG et al., 2017) (Tabela 1).
Muitos desses genes sé@o centrais no controle, progressdao tumoral, vias metabdlicas,
incluindo angiogénese, proliferacéo e invasdo, colonizagdo de sitios distantes do foco
original (SONI e PADWARD, 2017). O maior grupo funcional associado com a angiogénese
€ o Fator Endotelial Vascular- A (VEGF- A), no metabolismo, o Transportador de Glicose 1
(GLUT-1) e na apoptose e sobrevivéncia celular, o BCL2 e E1B. Dois fatores identificados
séo indispensaveis para a indugéo do gene alvo de HIF-1 durante a hipdxia, os fatores de
transcricdes STAT3 (Transdutor de sinal e Ativador de Transcricdo 3) e o USF2 (Upstream
Stimulatory), sendo que as proteinas parceiras de transcrigdo do HIF-1 contribuem para a
especificidade do gene alvo (PAWLUS et al., 2013).

Efeitos na progressdo do cancer

Genes ativados pelo Fator Induzido por Hipdxia 1

Angiogénese ANGPT2, C-MET, ID2, LEE NOS, PDGE SCF, SDF-1, VEGF
Resistencia a drogas MDR1
Eritropoiese EPO

Instabilidade genética

DEC1, DEC2, MSH2, MSH6

Metabolismo da glicose

GLUTY, GPI, HK1, HK2, LDH, MCT1, PGK1, PKN2

Imortalizagéo

TERT

Evasdo imune

NT3E

Invaséo

C-MET, EDN-1. EN-1, MMP-2, MMP-14, SDF-1

Metdstase

C-MET, CXCR4, LOX, TWISTY, ZEB{

Regulagdo do pH

CA-9, CA-12

Proliferagdo

C-MYC, ID2, IGF-2, NOS,

Manutengéo das células-tronco

ABCG2, JARIDTB, OCT4, NANOG, Sox2, KLF4, c-myc, miR302

Tabela 1. Genes alvos selecionados do Fator Induzido Por Hipoxia (HIF) 1 e seu efeito sobre o cancer.

Fonte: Burroughs et al. (2014).

O Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF) aumenta o tamanho do tumor in

vivo e a vascularizagdo (BURROUGHS et al., 2014). E conhecido por ser induzido por varios
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ativadores, tais como estimulos ambientais, fatores de crescimento, citocinas, horménios e
oncogenes (LEE, M. et al., 2017). Trata-se de um gene alvo do HIF que medeia o papel do
HIF na tumorigénese, alveologénese (MACCLENDON et al., 2017), angiogénese (LEE et
al.,, 2017; MACCLENDON et al., 2017) e vasculogénese, por meio da regulacéo positiva de
VEGF e CXCL 12 (LEE, M. et al., 2017).

A forma do tubo de células endoteliais € um dos principais passos da angiogénese
(YANG, T. et al., 2016). O VEGF desempenha um papel essencial na angiogénese, pois,
ao ocorrer a ligagdo do HIF-1 ao HRE (BURROUGHS et al., 2014; YANG, T. et al., 2016),
o HIF-1 ativa diretamente a transcricdo do receptor de VEGF (VEGFR-1) e do VEGF. As
células tumorais respondem a hipéxia e a privacédo de nutricional produzindo e liberando
VEGF (YANG, T. et al., 2016), que por sua vez ira estimular a formag¢éo de novos vasos
e promover o crescimento e a disseminagéo do tumor (TOTH e WARFEL, 2017; YANG,T.
et al., 2016). Pois, como foi demonstrado, no cancer de mama o VEGF mostrou estimular
essa proliferacdo e migragao das células tumorais (YANG, T. et al., 2016).

Muitos outros genes alvos do HIF-1alfa também sdo pré-angiogénicos como a
Angiopoitina (TOTH e WARFEL, 2017), Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas
(PDGF-b), Angiopoitina 2 (ANGPT- 2) e, também o Fator Derivado de Estroma 1 alfa
(SDF-1 a) (ZENG et al., 2017; WIGERUP; PAHLMAN e BEXELL; 2016). O HIF-1 também
estimula a producgéo de fatores de crescimento, como o Fator de Crescimento Tranformante
(TGF), Fator de Crescimento Semelhante a Insulina 2 (IGF-2), interleucinas 6 e 8 (IL- 6 e
IL 8), Fator Inibitério da Migragédo de Macréfagos (MIF), Receptor do Fator de Crescimento
Epidérmico (EGFR) resultando, assim, em uma sinalizagdo continua de proliferacao
(FEITELSON et al., 2015).

91 ALVOS TERAPEUTICOS

Em anélises de imuno-histoquimica de bidpsias de tumores humanos, tem sido
considerada uma elevacdo da proteina HIF-1alfa em varios tipos de tumores malignos
sélidos como, cancer de mama, célon, estdmago, pulméo, de pele e carcinoma de rins
(BRAICU et al., 2014). O aumento do HIF-1alfa e a associagdo com as mutagdes de genes
supressores inativados como VHL, p53, PTEN e a amplificagdo dos oncogenes AKt, RAS,
ERK1/2 tem sido observado com frequéncia em pacientes com cancer. Essas alteragdes
estdo associadas ao crescimento tumoral, invasdo e metastase (FRAGA; RIBEIRO e
MEDEIROS, 2009)

Considerando as vérias formas de atuagdo ou caminhos do HIF-1alfa, no cancer
tumoral e na metastase, tem surgido um grande interesse no desenvolvimento de inibidores
alvos dessas vias (MASOUND e LI, 2015). Estudos recentes tém sido direcionados para
o HIF -1alfa como terapia alvo. Agentes quimioterapicos miram na angiogénese para a
reducdo de crescimento de tumores primario (TANG e YU, 2012). Antraciclinas é uma
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classe de drogas quimioterapicas bem conhecidas. H4 mais de 50 anos, as antraciclinas
tém sido utilizadas no tratamento de diversos tipos de cancer, incluindo leucemias, bexiga,
mama e tireoide (PANG et al., 2017).

As drogas apresentadas na tabela abaixo (Tabela 2) sédo apenas protétipos. O HIF-
1alfa é reconhecido como um mediador central, a chave para ativacdo de varios genes
relacionados ao desenvolvimento do céncer.

Processo Inibido Protétipo
Sintese de proteinas HIF-1alfa Rapamicina com digoxina; 2-metoxiestradiol; topotecano
Estabilidade da proteina HIF-1alfa LAQ824 17-AAG; Ciclosporina; YC-1.
Heterodimerizacéao Criflavina
Ligacado de DNA Doxorrubicina; Equinomicina.
Transativagéo Anfotericina B de bortezomib
Transducéao de sinal Imatinibe ibuprofeno erlotinib; Gefitinib trastuzuma.

Tabela 2. Processos Inibitérios e as Vias Relacionadas.

Fonte: Adaptado de Semenza, G. L. (2012).

Sua elevada produgéo pode ser iniciada por diversos fatores contribuindo para um
prognéstico ruim. No entanto, a inibicdo do HIF-1alfa, e seus caminhos, continuam sendo
o melhor alvo terapéutico (TANG e YU, 2012). Varias estratégias que visam o HIF-1alfa
para desenvolvimento de medicamentos vém sendo relatadas, atualmente, mas devido a
uma preocupagao com a seguranga, com a estabilidade dos reagentes e uma inconstante
resposta clinica, as aplicagdes clinicas foram limitadas (YANG, N. et al., 2016).

10 | CONCLUSAO

A hipdxia estabiliza a subunidade HIF-1alfa, o qual se dimeriza com a subunidade
HIF-1beta, originando o HIF-1 ativo que faz a mediagdo génica, levando a transcricdo
de diversos genes principalmente os da cadeia metastatica, como VEGF, SDF-1, EPO,
possibilitando a invasdo tumoral e a metastase. O HIF-1 também ativa genes glicoliticos,
como a GLUT-1, suprindo a necessidade energética dependente da oxidagdo na
mitocdndria, além da nutricional da célula tumoral. Esse mecanismo demonstra que o
HIF-1 possui um papel crucial na sobrevivéncia do tumor e na metastase. Como o HIF-
1alfa é expresso em todas as células e a sua elevagéo é proporcional com o aumento do
tumor, leva-nos a observar a importancia dessa proteina para o tumor e a concluir que
conhecendo o funcionamento geral da proteina HIF-1 ativa; como a estrutura, sua sintese,
a sua regulagéo, sua estabilizacdo e a sua atuacéo, vai possibilitar o desenvolvimento,
ndo apenas de estratégias terapéuticas, mas de novas drogas, para que assim possa
diminuir, ou até mesmo evitar os processos metastaticos, possibilitando que um aumento
da sobrevida dos pacientes com cancer.
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