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Resumo 

A apneia do sono (AOS) pode ser definida como um distúrbio respiratório que resulta em 

episódios repetitivos de apneia, causando colapso das vias respiratórias durante o sono, 

resultando em um ambiente hipóxico a nivel celular. A hipóxia é um componente 

fisiopatológico central em várias condições patológicas que resultam em incapacidade de 

longo prazo e morte. Evidências recentes sugerem vias de sinalização comuns em várias 

doenças, como câncer, síndrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) e obesidade. A 

SAOS no contexto da hipóxia intermitente, pode causar um inflamação exarcebada no 

tecido adiposo, onde será liberado adipocinas pró-inflamatórias que contribuim para o 

desenvolvimento de sindromes metabólicas e um ambiente favorável ao câncer. O fator 

de transcrição induzível por hipóxia 1 (HIF-1), que é ativado em condições hipóxicas, 

desempenha um papel fundamental na ativação de vários mecanismos fisiopatológicos 

que além de agravar os sintomas pode desencadear um ambiente propício para o 

desenvolvimento de câncer. Os RNA não codificantes, (ncRNAs), empacotados em 

vesículas extracelulares (VEs), são mediadores importantes em vários processos 

biológicos. As VEs são um grupo heterogêneo de vesículas revestidas por bicamadas 

lipídicas liberadas por todas as células, que desempenham papéis importantes na 

comunicação intercelular. As VEs carregadas com ncRNAs desempenham um importante 

papel na comunicação celular, influenciando em processos patólogicos em tecidos 

distantes e também em células cancerígenas. Estudos recentes destacaram que ncRNAs, 

incluindo RNA circular (circRNA), RNA longo não codificante (lncRNA) e microRNAs 

(miRNAs), são seletivamente selecionados em VEs, modulando aspectos específicos de 

doenças. O conceito emergente é que as redes de lncRNA-circRNA/miRNA/mRNA 

respondem à hipóxia para modificar a progressão da doença, com um grande grau de 

sobreposição entre diferentes condições fisiopatológicas. O principal objetivo desta pesquisa 

foi compreende os mecanismos moleculares de ação entre hipóxia intermitente e síndrome 

da apneia obstrutiva do sono (SAOS), bem como sua relação com o desenvolvimento e 

progressão do câncer. 

PALAVRAS-CHAVE: Hipóxia, apneia obstrutiva do sono, Câncer, microRNAs, vesículas 

extracelulare 
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1. Introdução 

A síndrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) é um distúrbio respiratório 

diretamente ligado ao sono, onde consiste em quadros de hipopneia e apneia durante a 

respiração (1). Mesmo sendo considerada uma doença comum, é muito complexa, devido 

a diversos fatores fisiológicos que podem estar relacionados, desencadeando diversas 

comorbidades, sendo considerada uma síndrome multifatorial que pode aumentar os 

índices de mortalidade (1,2). 

Com isso, devido a redução da quantidade de oxigênio e interrupções sucessivas 

na respiração, o estado de hipóxia intermitente (HI) resulta em estresse oxidativo, gerando 

um dano endotelial e inflamação vascular. Além disso, o portador da síndrome pode 

desenvolver quadros patológicos e metabólicos crônicos, tais como obesidade, resistência 

à insulina e diabetes tipo 2 (3). A hipóxia intermitente causa um perfil pro inflamatório 

no tecido adiposo, principalmente ao longo prazo, entretanto, os mecanismos moleculares 

que ocasionam essa condição ainda não foram descritos completamente (3,4). 

Embora a fisiopatologia da inflamação do tecido adiposo na obesidade já esteja 

bem descrita na literatura, a interação entre hipóxia intermitente e essa inflamação e suas 

consequências metabólicas necessitam de um estudo maior. A etiologia complexa e 

variada implica os fatores de desenvolvimento da SAOS com a obesidade como um fator-

chave em sua manifestação (5,6). Além disso, inflamações sistêmicas e vasculares com 

disfunções endoteliais podem causar diversas morbidades relacionadas com os sistemas 

cardiovascular e metabólico que influenciam diretamente na progressão do câncer (7) 

Hipóxias crônicas e intermitentes têm sido consideradas fatores que exercem um 

papel fundamental na regulação de vários estágios de formação tumoral e suas 

progressões. Nos últimos anos, alguns estudos importantes mostraram que pacientes com 

SAOS tendem a ter maior prevalência e incidência de câncer e até mesmo maior 

prevalência de mortalidade relacionada ao câncer (8-12). Estudos in vitro mostraram que, 

na SAOS, existem propriedades pró-oncogênicas de hipóxia que são mediadas 

principalmente pelo aumento dos efeitos pós-traducionais do HIF. O HIF é um fator de 

transcrição que é capaz de regular a expressão de genes em resposta à diminuição do 

oxigênio celular (7). 

 

RNAs não codificantes (ncRNAs) são biomarcadores potenciais promissores para 

diagnóstico devido ao seu papel em processos biológicos fundamentais, bem como suas 



13  

ligações com vários tecidos patológicos de interesse (7). Esses ncRNAs foram transcritos 

do DNA, mas não traduzidos para proteínas; no entanto, eles desencadeiam eventos 

importantes nos processos biológicos, como regulação epigenética, diferenciação celular, 

inflamação, apoptose, imunidade, metabolismo e sinalização celular (13). A presença 

seletiva de vesículas extracelulares (EVs) pode fazer com que essas moléculas sejam 

utilizadas como biomarcadores presentes na circulação sanguínea e fluidos biológicos. As 

EVs são partículas liberadas por células em diferentes estados fisiológicos e patológicos, 

podendo auxiliar no tratamento e diagnóstico de doenças (13,14). 

Este trabalho pretende elucidar o mecanismo de ação entre hipóxia intermitente, 

síndrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) e sua relação com o desenvolvimento e 

progressão do câncer. Com isso, pretende-se entender os mecanismos moleculares 

relacionados à condições de hipóxia induzidos pela HI, permitindo o desenvolvimento de 

novas estratégias diagnósticas e terapêuticas. O estudo de RNAs não codificantes em 

vesículas extracelulares, como potenciais biomarcadores, possui um grande potencial e 

pode ser utilizado como um avanço no diagnóstico precoce e tratamento mais eficaz dessa 

interação complexa entre SAOS e câncer. 

 

 

2. Revisão de literatura 

 
2.1 Hipóxia e condições patológicas relacionadas 

 

A hipóxia, caracterizada pela redução nos níveis de oxigênio nos tecidos, 

desempenha um papel importante em várias patologias, especialmente aquelas 

relacionadas ao sistema cardiovascular, contando com uma boa quantidade de estudos 

relacionados (15-18). Um estudo recente explorou a influência da hipóxia intermitente na 

apneia obstrutiva do sono (AOS) e sua associação com disfunção endotelial crônica. Os 

autores mostram que as vesículas extracelulares (VEs), especialmente aquelas derivadas 

de eritrócitos, desempenham um papel fundamental nesse ambiente. Essas VEs carregam 

miR-144, que é entregue às células endoteliais, reduzindo a expressão do fator nuclear 

eritroide 2 relacionado. O resultado é uma função endotelial prejudicada, ligada à hipóxia 

intermitente induzida pela AOS (19). 

Além disso, a hipóxia intermitente foi associada à regulação positiva do ligante de 

morte celular programada-1 (PD-L1) através de vesículas extracelulares liberadas por 
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células hipóxicas de câncer de pulmão (20). Esses estudos revelaram que os VEs 

derivados de células hipóxicas de câncer de pulmão conseguem alterar a expressão de 

PD-L1 em macrófagos, causando imunossupressão. Isso indica que exista uma interação 

entre a hipóxia intermitente e o microambiente imunológico, influenciando a progressão 

do câncer (20). 

Além das conexões com câncer e disfunção endotelial, a hipóxia está intimamente 

ligada ao envelhecimento celular e à progressão de doenças cardiovasculares. Estudos 

destacam que a hipóxia intermitente observada na AOS pode induzir mudanças no 

conteúdo de exossomos circulantes, exacerbando a senescência das células endoteliais. 

Esses exossomos, carregados com uma carga específica, podem iniciar e agravar o 

envelhecimento celular, possivelmente via vias relacionadas ao estresse oxidativo (21). 

Por fim, a conexão entre hipóxia, AOS e aterosclerose tem sido objeto de 

investigação, principalmente em relação ao papel dos exossomos na comunicação 

intercelular. A hipóxia intermitente na AOS altera o perfil dos exossomos circulantes, 

impactando a permeabilidade e função das células endoteliais, contribuindo para o 

desenvolvimento e progressão da aterosclerose (22). 

Essas descobertas destacam a complexidade e amplitude dos efeitos da hipóxia em 

diferentes condições patológicas, desde disfunções endoteliais até o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares e câncer, enfatizando a importância de investigar terapias 

potenciais que visem mitigar esses efeitos nocivos da hipóxia intermitente. 

2.2 Comunicação intracelular e vesiculas extracelulares 

A comunicação intracelular é um fenômeno complexo e fundamental para a 

coordenação de processos fisiológicos e a resposta a estímulos ambientais. Um 

componente significativo dessa comunicação é mediado pelas VEs (23). Estas são uma 

população heterogênea de vesículas de membrana geradas por diversos mecanismos, 

compreendendo subpopulações distintas, notavelmente ectossomos e exossomos (14) 

Figura 1. Os ectossomos, como oncosomas e microvesículas, são gerados na membrana 
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plasmática por brotamento externo, enquanto os exossomos são produzidos internamente 

na célula, no interior da via endocítica, por brotamento interno da membrana 

endossômica, formando estruturas vesiculares muito pequenas contidas no lúmen 

endossômico (24,25). 

 

Figura 1: Estado da arte em biogênese e disseminação de EV no espaço extracelular. Fonte: Niel et al, 

20219. 

A diferenciação precisa entre os subtipos de VEs é um desafio crucial. As 

estratégias atuais de isolamento se concentram em características como dimensão, 

concentração ou marcadores de superfície, porém não conseguem discernir com precisão 

a origem dos VEs, o que torna desafiador diferenciar exossomos e ectossomos (26). 

Ambos frequentemente compartilham semelhanças em sua composição e tamanho, 

dificultando a identificação clara entre eles. Esta falta de distinção levou a um uso mais 

amplo do termo geral "vesículas extracelulares", embora essa designação genérica, por 

vezes, carece de especificidade (26). 

Além disso, a compreensão da formação das VEs representa um campo em 

constante desenvolvimento. A geração dessas subpopulações de vesículas ainda apresenta 

lacunas consideráveis. As etapas fundamentais, que incluem a formação de 

microdomínios na membrana carregados com conteúdos específicos, seguidas pelo 
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brotamento e separação para criar as vesículas, são reguladas por diversas máquinas 

moleculares (27). Estas, como a maquinaria ESCRT, a via de síntese da tetraspanina e as 

proteínas com domínio de arrestina, desempenham um papel crucial ao determinar a 

inclusão de conjuntos específicos de cargas nas VEs. Desregulações nessas máquinas 

podem interromper a formação de subpopulações distintas de VEs (27). 

Embora muitos estudos tenham se concentrado nas cargas de membrana presentes 

na superfície das VEs, as informações no lúmen dessas estruturas também são 

fundamentais. A presença de material genético, como RNA mensageiro (mRNA) e 

microRNAs (miRNA), no lúmen das VEs, e seu processo de seleção para inclusão, ainda 

são tópicos emergentes (28). O reconhecimento de sequências específicas no material 

genético por proteínas de ligação a RNA parece ser um dos mecanismos envolvidos, mas 

a discriminação entre ácidos nucleicos contidos dentro ou associados às VEs é um 

desafio, especialmente durante procedimentos de isolamento pouco específicos (28). 

Em adição aos ectossomos e exossomos, outras subpopulações de VEs foram 

recentemente descritas, incluindo migrassomos, autofagossomos secretórios e exóferos, 

ampliando o repertório de vesículas extracelulares (14). A identificação dessas vias de 

biogênese tem potencial para fornecer meios adicionais de discriminação entre os 

diferentes subtipos de VEs, abrindo portas para uma nomenclatura mais definida e uma 

melhor compreensão da biologia das VEs. 
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3. Objetivo Geral 

Elucidar o mecanismo de ação entre hipóxia intermitente, na síndrome da apneia 

obstrutiva do sono (SAOS), bem como sua relação com o desenvolvimento e progressão 

do câncer. 

 

3.1 Objetivos Específicos 

 
Investigar os mecanismos moleculares que interligam a hipóxia intermitente da SAOS, e 

o desenvolvimento do câncer, com o propósito de identificar novas abordagens para 

diagnóstico e terapia. 

 

Avaliar o potencial do estudo de RNAs não codificadores em vesículas extracelulares, 

como potenciais biomarcadores, para o diagnóstico precoce e tratamento mais eficaz da 

SAOS. 

 

Realizar a extração das vesículas extracelulares (VEs) de ouriços-do-mar (Paracentrotus 

lividus) e analisar seu potencial terapêutico relacionado com a hipóxia. 

 

Analisar vesículas extracelulares (VEs) e microRNAs (miRNAs) em modelos animais 

submetidos a condições de hipóxia para compreender seu papel na progressão do cancêr. 
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4. Material e métodos 

A parte experimental do projeto foi desenvolvida no Consiglio Nazionale delle 

Ricerche na cidade de Palermo – Itália, no Instituto de Farmacologia Translacional. Os 

procedimentos foram realizados no estabulário de ouriços – do – mar e no laboratório de 

biologia e imunologia molecular. O desenvolvimento desta parte do projeto foi 

supervisionado pelo professor Dr. Giuseppe Insalaco. 

 

 

4.1 Estabulário de ouriços-do-mar 

 
Os ouriços-do-mar (Paracentrotus lividus) eram mantidos em aquários com 

temperatura da água, pH, salinidade e nitrito controlados. Por serem animais sensíveis a 

alterações ambientais, o ambiente passava por um rigoroso controle diário com o objetivo 

de certificar que todos os parâmetros estavam dentro da normalidade. 

Figura 2 – Estabulário de ouriços-do-mar do departamento de Farmacologia Translacional do Consiglio 

Nazionale delle Ricerche de Palermo. Fonte: Afonso, 2024. 

 

 

De início, era feita a medição da salinidade de cada aquário utilizando um 

Seawater Refractometer HI 96822, seguido do teste de nitrito. A densidade ideal da 
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água era de 1028 kg/m³. Quando a densidade estava muito alta, era necessário adicionar 

água deionizada, quando estava baixa, era adicionado água com cloreto de sódio. 

Para o teste de nitrito, utilizava-se um kit Sera Test NO₂, no qual foram gotejadas 

cinco gotas de dois reagentes em 5 mL de água de cada aquário. Caso a água adquirisse 

uma coloração amarelada, era necessário adicionar 5 microlitros da cultura bacteriana 

desnitrificante BLQ23 para o tratamento da água, caso se mantesse límpida, era um 

indicativo de que a quantidade de nitrito estava dentro da normalidade. 

 
Figura 3 – Teste de quantificação de Nitrito utilizando o Kit Sera Test NO₂. Fonte: Afonso, 2024. 

 

4.2 Cultura de células de Paracentrotus lividus 

 
Para a coleta do celoma do ouriço-do-mar, o indivíduo era posicionado em um 

recipiente com água, facilitando o manuseio e a extração. A agulha era inserida na boca 

do ouriço, e então realizava-se a coleta de 3 mL de celoma, que era imediatamente 

transferido para um tubo contendo anticoagulante, mantendo sempre a proporção de 1:1. 

Após a coleta, as células eram inseridas em poços de cultura e mantidas em uma 

estufa por 24 horas a 20°C, para simular a temperatura do mar. Posteriormente, foi feita 

uma lavagem com PBS (Phosphate-Buffered Saline), e as células foram pipetadas em 

câmaras de Neubauer para quantificação. Em seguida, as células foram centrifugadas a 

3000 x g por 10 minutos, e o sobrenadante contendo as vesículas extracelulares era 

coletado e armazenado a -80°C até o momento de uso.
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4.3 Extração de VEs de Paracentrotus lividus 

 
Para a extração e purificação de VEs foi utilizado o kit ExoQuick (System Biosciences, 

SBI). 

 

Materiais Necessários 

 

ExoQuick-TC (System Biosciences, SBI) 

PBS estéril (sem Ca²⁺ e Mg²⁺) 
Tubos de 50 mL e 1,5 mL estéreis 

Centrífuga refrigerada 

Pipetas e ponteiras estéreis 

Água livre de RNase (se for extrair RNA posteriormente) 

 

4.4 Extração de VEs 

 
Primeiro foi feito a coleta de 50 ml do meio de cultura celular. Após isso, a 

amostra foi centrifugada a 300 x g por 10 minutos a 4°C para remoção celular e submetida 

a uma segunda centrifugação a 2000 x g por 20 min a 4°C para remover os corpos 

apoptóticos. Posteriormente foi utilizado um filtro de 0,22 µm para remover impurezas 

grandes. 

Para a precipitação das vesículas, 5 ml do meio condicionado foi transferido para 

um tubo estéril e foi adicionado 1 ml do ExoQuic –TC. Após isso, a solução foi misturada 

gentilmente e incubada por um período de 24 horas a 4°C. Após o período de incubação, 

a amostra foi centrifugada a 1500 x g por 30 min a 4°C, onde é possível visualizar um 

sobrenadante branco, que após ser descartado cuidadosamente com a pipeta, foi 

adicionado 500 uL de PBS e QIAzol para obtenção do RNA. 

 

4.5 Extração do RNA 

 
Materiais utilizados 

miRNeasy Micro Kit (Qiagen) 

Etanol absoluto (96-100%) 

Centrífuga refrigerada 
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Tubos estéreis de 1,5 mL e 2 mL 

Pipetas e ponteiras livres de RNase 

Água livre de Rnase 

 

Para a extração de RNA proveniente de vesículas extracelulares utilizando o 

miRNeasy Micro Kit (Qiagen), inicia-se com a lise das vesículas seguido de 

homogeneização. Primeiro, foi transferido 500 µL do eluato das vesículas purificadas 

(obtido pelo protocolo exoEasy) para um tubo de 1,5 mL onde foi adicionado 700 µL de 

QIAzol Lysis Reagent diretamente com a amostra. Em seguida, a mistura foi vortexada 

por 30 segundos para realizar a lise celular e incubada por 5 minutos à temperatura 

ambiente para permitir a separação das proteínas do RNA. 

A etapa seguinte consiste na fase de separação, utilizando a extração com 

fenol-clorofórmio. Foi adicionado 140 µL de clorofórmio à mistura, agitando devagar por 

15 segundos e incubando-se por 3 minutos à temperatura ambiente. A amostra foi 

trasferida para centrifugação a 12.000 × g por 15 minutos a 4°C, resultando na separação 

em três fases: a fase aquosa superior (transparente), que contém o RNA; a fase 

intermediária (branca), rica em proteínas e DNA; e a fase orgânica inferior (rosa), que 

contém lipídios. Aproximadamente 300 µL da fase aquosa foram transferidos para um 

novo tubo sem misturar com as outras camadas. 

Para a precipitação do RNA, foi adicionado 1,5 volume de etanol absoluto (~450 

µL) à fase aquosa e mistura a solução. A amostra foi transferida para uma coluna RNeasy 

MinElute acoplada a um tubo de coleta de 2 mL e centrifugada a 12.000 × g por 15 

segundos à temperatura ambiente, descartando-se o fluxo após o procedimento. 

Para a fase de lavagem, foi adicionado 700 µL de Buffer RWT à coluna, submetido 

à centrifugação a 12.000 × g por 15 segundos e descarte do fluxo através do recipiente. 

Em seguida, foi adicionado 500 µL de Buffer RPE, realizou-se outra centrifugação e o 

fluxo novamente foi descartado. Por fim, adicionou-se 500 µL de etanol 80%, 

centrifugando a 12.000 × g por 5 minutos para garantir a secagem completa da membrana 

e a coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL. 

Na fase de eluição do RNA, foi pipetado 14 µL de água livre de RNase 

diretamente no centro da membrana da coluna, incubou por 1 minuto à temperatura 

ambiente e centrifugar a 12.000 × g por 1 minuto para coletar o RNA purificado. 
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Após o procedimento de extração, o RNA foi quantificado através de um leitor de 

microplacas multimodo Spark® e foi armazenado a temperatura de -80°C até ser utilizado 

na próxima etapa do projeto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4 - miRNeasy Micro Kit (Qiagen) utilizado para extração de RNA provenientes de VEs. Fonte: 

Afonso, 2024 

 

 

Figura 5 - Leitor de microplacas multimodo Spark® utilizado para realizar a quantificação do RNA 

extraido das Evs. Fonte: Afonso, 2024. 
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5. Resultados e discussão 
 

5.1 Extração de Vesiculas Extracelulares 

 
As células de P. lividius foram coletadas, cultivadas e utilizadas para a extração 

das VEs e do seu RNA não codificante. O objetivo da extração das VEs, é utiliza-las 

como um possível tratamento para células cultivadas em condições hipóxicas ou células 

que expressam a proteína HIF, que regula a resposta e o desenvolvimento celular nessas 

condições. Essa hipótese foi levantada, devido ao P. lividius adultos viverem em locais 

com alto fluxo de Co2 e apresentarem uma alta capacidade antioxidante, um bom 

equilibrio de oxidação celular e homeostase do sistema imunológico, proporcionando 

uma adaptação a vida em ambientes com baixos ph e condições hipóxicas (29,30). 

A metodologia de extração de VEs utilizada neste trabalho foi a de precipitação 

polimérica, que utiliza polímeros hidrofílicos para gerar agregação das VEs que serão 

separadas por centrifugação posteriormente (31). Esse método possui algumas vantagens, 

por se tratar de um procedimento simples, relativamente barato, rápido, pode ser utilizado 

para a obtenção de VEs de amostras com grandes volumes e possui uma boa 

aplicabilidade em estudos clínicos (31). 

Por outro lado, apresenta algumas limitações quando comparado com métodos 

que serão discutidos daqui em diante. A baixa especificidade devido a presença de 

proteínas e lipoproteinas podem comprometer a pureza da amostra. Além disso, muitos 

métodos de quantificação de VEs utilizam o indice de proteinas totais, a presença de 

contaminantes pode gerar uma quantificação pouco precisa. Devido a presença de 

contaminantes, é um metodo não recomendado para estudos que pretendem realizar 

ensaios funcionais com Evs (31). Entretanto, alguns outros métodos podem ser utilizados 

de acordo com a necessidade de cada experimento. 

Existem vários métodos descritos na literatura para extração de VEs, como 

ultrafiltração, captura por imunoafinidade, ultracentrifugação, centrifugação por 

gradiente de densidade, precipitação baseada em polímeros e cromatografia de exclusão 

de tamanho (32). Ao trabalhar com essas moléculas deve ser observado a eficiência das 

técnicas de isolamento de VEs e o seu rendimento. Esses parametros estão relacionados 

com vários fatores como grau de pureza, rendimento, viabilidade das vesículas e 

custo-benefício. 
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Trabalhos que necessitem de vesiculas com um alto grau de pureza podem recorrer 

a métodos como o de captura por imunoafinidade ou centrifugação de gradiente de 

densidade. O primeiro, consegue extrair vesículas com altos graus de pureza, entretanto, 

possui um custo elevado e pode ser aplicado apenas em menores quantidades de amostra 

(33). O segundo, além de conseguir uma extração com alta pureza, também é capaz de 

separar contaminantes como proteínas e lipoproteínas, entretanto, exige um tempo maior 

e equipamentos especializados (34,35). 

No que se refere ao rendimento, o método de ultracentrifugação é o padrão ouro 

nesse requisito, além de não comprometer tanto a pureza, possibilita o trabalho com 

grandes quantidades de amostra (36). Uma desvantagem, é que devido ao alto número de 

rotações por minuto, as vesículas podem se agregar e sofrem danos que inviabilizam sua 

utilização (36,37). A técnica de precipitação baseada em polímeros também apresenta um 

alto rendimento, principalemte quando se utiliza fluidos biológicos, todavia, apresenta 

uma pureza baixa devido a coisolação de contaminantes presentes na amostra (38). 

 

Método Pureza Rendimento Custo Tempo Equipamento necessário 

 

 

 
Precipitação polimérica 

 

 

 
Média 

 

 

 
Alto 

 

 

 
Baixo 

 

 

 
Rápido 

 

 

 
Nenhum especializado 

Ultracentrifugação Alta Médio Alto Demorado Ultracentrifuga 

Cromatografia de exclusão por tamanho Alta Médio Médio Médio Colunas cromatográficas 

Ultrafiltração Média Médio Médio Rápido Filtros de membrana 

 
Tabela 1 – Comparação entre métodos de extração de vesículas extracelulares. 

 

 

5.2 Extração de RNA e implicações dos miRNAs na AOS e cancêr 

Em relação a extração do RNA, esse componente pode ser utilizado para testar 

diferentes MiRNAs e circRNAs com intuito de identificar sua presença e compreender os 

impactos relacionados a função fisiologica, e também, uma possível inibição de células 

hipóxicas ou cancerígenas. A extração de microRNAs é de grande importância para 

estudos que envolvem hipóxia e câncer, devido a capacidade que esses componentes têm 

de regular a resposta celular em diversas situações (39,40). Análises 
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de miRNAs foram realizadas para observar sua participação na regulação de processos 

patológicos como a AOS. 

No contexto da AOS, alguns estudos mostram que os exossomos circulantes de 

pacientes portadores da condição estão diretamente relacionados com a indução de 

senescencia em células endoteliais humanas (41,42). Esse efeito ocorre devido a maior 

expressão do gene p16 (CDKN2A), enquanto houve uma redução na expressão dos genes 

SIRT1 e SIRT6. Essas alterações, além de estarem diretamente relacionadas com a AOS, 

também sofrem influências do impacto dos miRNAs na expressão desses genes 

(42). Esses achados indicam que tanto a hipóxia quanto a OSA podem acelerar o 

envelhescimento vascular através de mecanismos relacionados com exossomos e estresse 

oxidativo, o que pode contribuir para o desesenvolvimento de doenças cardiovasculares. 

Além desses efeitos, existe uma associação entre a gravidade da AOS e a 

incidência do câncer, entretanto deve ser considerado como um fator secundário, quando 

comparado com fatores como idade, IMC e tabagismo (43). No entanto, como a AOS 

crônica promove inflamação sistêmica, é possível que funcione como um fator de risco 

indireto criando um ambiente favorável ao crescimento tumoral (43). Um fator ainda 

pouco investigado por esses estudos que relacionam AOS e câncer é como a transição 

epitelial mesenquimal (EMT), é afetada sob os efeitos desseas condições patológicas (44). 

Estudos indicam que a EMT exerce um papel fundamental na remodelação da matriz 

extracelular e na formação de nichos pré-metástáticos, o que permite que as células 

tumorais entrem na circulação potencializando as chances de causarem metástases (44). 

No contexto dos exossomos derivados de tumores (TEXs), além de atuarem na 

indução da EMT em outras celulas tumorais, são capazes induzir a diferenciação de 

celulas tronco em fibroblastos associados ao câncer, (CAFs) (45). Esses CAFS, também 

liberam exossomos capazes de ativar vias de sinalizações promovendo migração celular 

e a progressão tumoral. Além disso, microRNAs oncogênicos contidos nos exossomos 

também regulam a EMT. Um exemplo é o miR-23a, que regula a expressão de 

E-caderina em câncer de pulmão (46,47). 

Diante dessas evidências, é importante que estudos futuros que envolvam a OSA 

e o câncer aprofundem a investigação da função dos exossomos e dos miRNAs pois ainda 

é uma lacuna significativa na pesquisa. Muitos estudos já evidenciam como essas 

estruturas estão fortemente relacionadas com a modulação do microambiente tumoral e 
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metástases, além de estarem envolvidos com processos importantes como a angiogênese 

em tumores. Com isso, compreender melhor esses mecanismos podem oferecer insights 

importantes para o entendimento da fisiopatologia da doença e também para o 

desenvolvimento de novas terapias. 
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Resumo 

 
O câncer é uma patologia heterogênea e dentre os fatores causais podemos destacar expressões gênicas que 

podem influenciar seu desenvolvimento. Técnicas moleculares que utilizam vesículas extracelulares (VEs) 

e RNAs não codificantes (Noncode RNA) se mostram de grande valia para a compreensão da progressão 

tumoral, seu diagnóstico precoce e até mesmo possíveis terapias. Esta revisão sistemática foi realizada de 

acordo com as diretrizes Preferred Items for Reporting of Systematic Reviews and Meta-Analyses 

(PRISMA), e teve como objetivo principal avaliar os efeitos da hipóxia celular em diferentes tipos de 

câncer, exclusivamente em modelos animais, destacando o papel regulador dos miRNAs e circRNAs no 

desenvolvimento tumoral. Foi realizada uma revisão bibliográfica nas bases de dados PubMed/Medline e 

Scopus sem limitações de ano. A busca inicial encontrou 171 artigos. Após serem analisados conforme os 

critérios de inclusão e exclusão, restaram 25 estudos para compor a revisão. A análise dos dados mostra 

que os modelos animais fornecem insights detalhados sobre diferentes tipos de cânceres submetidos a 

condições hipóxicas. Além disso, os resultados sugerem que, em alguns tipos de câncer, a liberação de EVs 

pode facilitar a progressão do tumor e a metástase. Por outro lado, a manipulação da expressão do ncRNA 

causa mudanças significativas na resposta do tumor, o que sugere uma resposta terapêutica. Esta pesquisa 

mostra que o uso de modelos animais é essencial para explorar os mecanismos moleculares do câncer e 

estabelecer novas abordagens terapêuticas. 

 

Palavras-chave: Hipóxia; Modelos animais; Vesículas extracelulares; RNAs não codificantes; Progressão 

tumoral 

 

1. Introdução 

 

O câncer é uma condição patológica heterogênea decorrente de vários fatores, 

incluindo expressão gênica desregulada e alterações no microambiente tumoral.1 

Pesquisas mostram que cerca de 3% das sequências codificadoras do DNA humano são 
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traduzidas em moléculas de proteína, mas mais de dois terços, 75%, são transcritas em 

RNAs não codificadores (ncRNAs).2 Os ncRNAs foram estudados extensivamente ao 

longo dos anos, a maioria dos quais inclui microácidos ribonucleicos, microRNA 

(miRNAs), RNAs longos não codificadores (lncRNAs), RNAs circulares (circRNAs) e 

RNAs interativos com Piwi (piRNA), todos com funções distintas, predominantemente 

na regulação da expressão gênica.3-5 

 

Fundamentalmente, com tecnologia de alto rendimento e alta precisão, como 

sequenciamento de genoma e bioinformática, a compreensão do câncer e seu processo 

biológico de desenvolvimento e tratamento melhorou muito.6 Esses ncRNAs estão 

envolvidos em múltiplas atividades celulares, incluindo degradação do RNA alvo, 

inibição de fatores de transcrição e regulação de interações proteicas, contribuindo assim 

para o desenvolvimento de muitos cânceres.7 Entre as muitas classes de ncRNAs, os 

miRNAs ganharam relevância crítica na biologia do câncer devido à sua capacidade de 

direcionar e inibir a expressão gênica, o que pode auxiliar na progressão e regressão do 

câncer.8 Por outro lado, ncRNAs do câncer como lncRNAs e circRNAs são importantes 

na carcinogênese porque podem regular a expressão gênica no nível transcricional e 

interações proteicas por meio de sua ligação ao DNA, RNA ou proteínas.4 Portanto, os 

ncRNAs são centrais para qualquer discussão sobre mudanças temporais na expressão 

gênica e podem servir como base para o desenvolvimento de regimes de tratamento para 

neoplasias.9 

 

A deficiência de oxigênio, ou hipóxia, também é uma característica típica da 

grande maioria dos tumores sólidos com uma prevalência aproximada de 90%.10 O 

microambiente hipóxico das células tumorais ativa fatores de transcrição induzíveis por 

hipóxia (HIFs) que alteram a expressão de centenas de genes e facilitam a reprogramação 

metabólica da célula para condições de baixo oxigênio.11 Os HIFs são essenciais para a 

reprogramação transcricional celular, especialmente em processos como a angiogênese; 

eles também promovem o crescimento do tumor e a resistência às terapias.12-15 Essas 

alterações nas adaptações do tumor a esse ambiente deficiente em oxigênio se tornam um 

obstáculo no tratamento de cânceres, portanto, a necessidade de estudar HIFs na biologia 

do câncer se torna uma questão muito mais pertinente.16 

 

Nesse contexto, as vesículas extracelulares (EVs) surgiram como uma área 

significativa de foco. Essas são uma classe de nanopartículas derivadas de células que 
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são liberadas das células e estão envolvidas na comunicação célula-célula, bem como em 

muitas funções na saúde e na doença, incluindo o câncer.17-19 Elas também podem alterar 

o microambiente das células-alvo por meio de moléculas bioativas, como ncRNAs, 

miRNAs e circRNAs, que são de grande relevância no diagnóstico precoce e na vigilância 

do câncer.20 Além da baixa toxicidade e biocompatibilidade, a capacidade dos EVs de se 

acumularem em sítios patológicos os torna candidatos ideais na pesquisa do câncer e no 

desenvolvimento terapêutico.21,22 Para criar novas abordagens terapêuticas, é 

fundamental examinar a associação de ncRNAs e a regulação gênica nas condições de 

hipóxia. Com ou sem inflamação, a indução de ncRNAs em tumores tem crescido 

rapidamente, mostrando um quadro claro do tratamento baseado em ncRNAs de cânceres 

com e sem ambientes hipóxicos não tumorais.23,24 

 

Devido à heterogeneidade de fatores que levam ao desenvolvimento do câncer, é 

necessário desenvolver modelos de estudo que demonstrem como esses processos 

funcionam. Embora os modelos in vitro ofereçam insights valiosos para uma melhor 

compreensão da doença, eles ainda apresentam limitações que impedem a avaliação 

precisa de seus efeitos no organismo. Portanto, modelos animais devem ser usados como 

um método valioso para observar a dinâmica dos fatores que levam ao desenvolvimento 

de cânceres em organismos vivos, permitindo a reprodução de interações celulares 

complexas, validação de biomarcadores e alvos terapêuticos. 

 

Portanto, o trabalho atual visa avaliar os efeitos da hipóxia celular em diferentes 

tipos de câncer, exclusivamente em modelos animais, enfatizando o papel da regulação 

de miRNAs e circRNAs no desenvolvimento tumoral e sua função como um possível 

biomarcador e alvo terapêutico. A análise de modelos animais nos permite identificar 

padrões moleculares relacionados à expressão gênica e insights que modelos in vitro não 

são capazes de fornecer, confirmando a importância deste estudo para uma melhor 

compreensão do câncer em condições hipóxicas por meio de pesquisa translacional. 

 
2. Metodologia 

Esta revisão sistemática foi conduzida seguindo as diretrizes Preferred Items for 

Reporting of Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)25 (Materiais 

Suplementares). 
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2.1. Critérios de Elegibilidade 

Somente estudos que usaram modelos animais para investigar a interação entre 

hipóxia, EVs e ncRNAs em diferentes tipos de câncer foram selecionados. Os estudos 

compararam condições hipóxicas e normóxicas para explorar o papel dos ncRNAs na 

progressão do tumor e respostas celulares ao estresse hipóxico. Artigos de revisão, 

estudos in vitro que não envolvem testes em animais, relatos de casos, séries de casos, 

opiniões e resumos foram excluídos. 

 

2.2. Informações de Pesquisa 

Uma busca eletrônica de literatura foi conduzida no PubMed/Medline e Scopus 

sem limitações no ano de publicação em setembro de 2024. Além disso, uma busca 

manual das referências de estudos e especialistas foi conduzida para localizar quaisquer 

publicações não identificadas eletronicamente. 

 

2.3. Estratégias de busca 

As seguintes palavras-chave e suas combinações foram usadas: 

1 - "Hipóxia" OU Deficiências de Oxigênio OU Deficiência de Oxigênio OU 

Anoxemia) E ("Neoplasias" OU Tumores OU Neoplasia OU Neoplasias OU Neoplasia 

OU Tumor OU Câncer OU Cânceres OU Neoplasia Maligna OU Malignidade OU 

Malignidades OU Neoplasias Malignas OU Neoplasias Benignas OU Neoplasia 

Benigna)) E ("RNA, Circular" OU circRNA OU circRNAs OU RNA Circular OU 

RNAs Circulares OU RNA Circular Fechado OU RNA Intrônico Circular OU ciRNA) 

2 - "Neoplasias" OU Tumores OU Neoplasia OU Neoplasias OU Neoplasia OU Tumor 

OU Câncer OU Cânceres OU Neoplasia Maligna OU Malignidade OU Malignidades 

OU Neoplasias Malignas OU Neoplasias Benignas OU Neoplasia Benigna) E 

("Hipóxia" OU Deficiências de Oxigênio OU Deficiência de Oxigênio OU Anoxemia)) 

E ("Vesículas Extracelulares" OU Vesícula extracelular OU Exovesícula OU 

Exovesícula OU Corpos apoptóticos OU Corpo apoptótico)) E ("MicroRNAs" OU 

Micro RNA OU MicroRNA OU miRNA OU miRNAs OU RNA temporal pequeno OU 

stRNA OU MicroRNA primário OU pri-miRNA OU pri miRNA OU miRNA primário 

OU pre-miRNA OU pre miRNA)) E ("RNA, circular" OU circRNA OU circRNAs OU 

RNA circular OU RNAs circulares OU RNA circular fechado OU RNA intrônico 

circular OU ciRNA) 
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2.4. Seleção de estudos 

Os pesquisadores realizaram a seleção de estudos em um processo de duas etapas. 

Na fase um, JPRA e LVFO, dois autores avaliaram independentemente os títulos e 

resumos para procurar estudos que atendessem aos critérios de elegibilidade. Os 

pesquisadores incluíram estudos que atendessem aos critérios de inclusão e aderiram a 

diretrizes rígidas na revisão posterior. Na segunda fase, os mesmos autores verificaram 

independentemente os textos completos dos estudos selecionados para confirmar sua 

inclusão. Um terceiro autor (TS) resolveu as divergências quando os revisores iniciais 

não conseguiram chegar a um acordo, mas somente após terem discutido as questões 

conforme necessário. 

 

2.5. Extração de dados 

O mesmo processo independente de dupla revisão foi utilizado para reunir todos 

os dados relevantes e facilitar as comparações subsequentes. Quaisquer divergências 

encontradas durante esta fase foram abordadas por meio de discussão e, quando 

necessário, um consenso final foi alcançado com a assistência de um terceiro autor. 

 

O mesmo processo independente de dupla revisão foi utilizado para coletar todos 

os dados relevantes e facilitar as comparações subsequentes. Apenas estudos 

experimentais foram incluídos, com foco específico em estudos in vivo envolvendo 

animais e células ou tecidos derivados de humanos implantados em modelos animais 

xenotransplantados. Quaisquer desacordos encontrados durante esta fase foram 

resolvidos por meio de discussão e, quando necessário, um consenso final foi alcançado 

com a assistência de um terceiro revisor. Características descritivas de todos os estudos 

incluídos na análise foram extraídas, cobrindo detalhes como nomes dos autores, ano de 

publicação, tipo de modelo (in vivo) e especificidades dos modelos in vivo (incluindo 

espécies animais). Além disso, o tipo de câncer investigado, descrições de condições 

hipóxicas (como concentração de oxigênio, duração e método de indução), o papel dos 

EVs (incluindo tipos estudados e seu papel no câncer sob hipóxia), ncRNAs investigados 

(por exemplo, miRNAs, circRNAs) e sua regulação sob condições hipóxicas, bem como 

resultados-chave relacionados ao impacto da hipóxia na progressão do câncer, 

implicações terapêuticas e aplicações diagnósticas foram observados.  Nos  casos  em  

que  os  dados  essenciais  estavam  incompletos  ou 
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indisponíveis, os autores do estudo foram contatados para fornecer as informações 

ausentes. 

 

2.6. Risco de viés em estudos individuais 

Para analisar o risco de viés em cada artigo incluído nesta revisão, a ferramenta 

de risco de viés SYRCLE (Systematic Review Centre for Laboratory Animal 

Experimentation)26 foi usada para avaliar o viés potencial em estudos com animais. Esta 

ferramenta é especificamente recomendada para avaliar o viés em ensaios randomizados, 

conforme incluído nas Cochrane Reviews, mas foi adaptada para abordar formas 

particulares de viés exclusivas de estudos de intervenção animal. 

 

3. Resultados 

 

No curso da exploração dos bancos de dados Pubmed e Scopus, os autores 

identificaram um total de 171 publicações. Em uma fase de triagem secundária, onde 

apenas títulos e resumos foram analisados, 54 estudos foram omitidos porque eram 

artigos não experimentais, revisões, relatos de caso, editoriais ou cartas. No total, 117 

estudos foram considerados elegíveis para análise de texto completo, dos quais 92 foram 

eliminados dos critérios de inclusão e exclusão pré-descritos, levando a 25 estudos sendo 

finalmente adotados para esta pesquisa. Um diagrama de fluxo ilustrando a seleção de 

estudos e os resultados da busca bibliográfica de acordo com o PRISMA está disponível 

na Figura 1. 
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Figura 6. Diagrama de fluxo da revisão sistemática atual conduzida de acordo com as diretrizes Preferred Reporting Items for 

Systematic Reviews and Meta-analysis (PRISMA). 

 

3.1 Risco de viés 

A Figura 2 abaixo descreve o risco de viés em estudos com animais. Entre os 

25 estudos, 17 foram julgados como tendo alto risco de viés, principalmente devido à 

falta de alocação aleatória de animais para diferentes grupos e à falta de cegamento dos 

investigadores de resultados. Além disso, outros detalhes, como a forma como a questão 

dos dados ausentes foi tratada e outros vieses, não foram adequadamente abordados nos 

estudos avaliados. 

 

3.2 Características dos estudos 

Um total de 25 artigos foram analisados neste estudo, incluindo quatro artigos 

sobre câncer de mama, 4 sobre câncer colorretal, 4 sobre câncer de pulmão, 4 sobre 
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carcinoma hepatocelular, 3 sobre câncer de pâncreas, 2 sobre câncer de ovário e 1 sobre 

carcinoma espinocelular de esôfago, osteossarcoma, câncer de bexiga e glioma. Todos 

os estudos exploraram vários tipos de ncRNAs. Oito artigos se concentraram 

exclusivamente em circRNA, enquanto 17 artigos avaliaram mais de um tipo de ncRNA, 

que incluía circRNA e miRNA. Todos os estudos utilizaram modelos de hipóxia de 

tratamento celular e incluíram diferentes modelos animais para explorar, entender e 

experimentar os mecanismos moleculares dos ncRNAs relativos ao crescimento tumoral 

e metástase. 

 



 

 

 

 

Tipo de câncer RNAs não codificantes Condições de hipóxia Desfechos 

Câncer de mama (CM) CircPFKFB4 1% O₂ Crescimento tumoral 

Câncer de mama (CM) circ_0001982, miR-1287-5p, MUC19 Câmara de hipóxia com 1% O₂ Crescimento tumoral, metástase e glicólise 

Câncer de mama (CM) circDENND4C Câmara de hipóxia com 1% O₂ Inibição do crescimento e metástase tumoral 

Câncer de mama (CM) circWSB1 1% de O₂ em incubadora de tri-gás Crescimento tumoral 

Câncer colorretal (CCR) circRNA-133, miR-133a 1% de O₂ em culturas de células Crescimento e metástase tumoral 

Câncer colorretal (CCR) miR-214, circEIF3K 94% N₂, 5% CO₂, 1% O₂ Aumento do volume e peso do tumor 

Câncer colorretal (CCR) Hsa_circ_0000826, mmu_circ_0000807 Câmara de hipóxia com 1% O₂; 10% de O₂  Crescimento e metástase tumoral 

Câncer colorretal (CCR) circINSIG1 1% O₂ e 100 μM CoCl2 Crescimento e metástase tumoral 

Câncer de pulmão (CNP) circ_0000376, miR-1182 1% O₂, 5% CO₂ e 94% N₂ Crescimento tumoral 

Câncer de pulmão (CNP) circ_0007386, CIRBP, YAP1, EIF4A3  37°C em câmara hipoxêmica com 1% O₂ e 5% CO₂ Crescimento tumoral 

Câncer de pulmão (CNP) circPLEKHM1 Incubação a 37 °C sob 1% O₂ Crescimento e metástase tumoral 

Câncer de pulmão (CNP) circ-0001875 1% O₂ em câmara hipoxêmica Crescimento e metástase tumoral 

Hepatocarcinoma (CHC) circPRDM4 1% O₂ Crescimento tumoral e controle imune 



 

Hepatocarcinoma (CHC) circ_0008450, miR-431 94% N₂, 5% CO₂, 1% O₂ por 48 horas Crescimento tumoral 

Hepatocarcinoma (CHC) circMAT2B, miR-338-3p Incubação em câmara hipoxêmica com 1% O₂ Crescimento e metástase tumoral 

Hepatocarcinoma (CHC) miR-532-3p, circ-LNPEP 1% O₂, 5% CO₂, 94% N₂ Crescimento e metástase tumoral 

Câncer gástrico (CG) circC6orf132, miR-873-5p 1% O₂ Crescimento tumoral e inibição tumoral 

Câncer gástrico (CG) circSLAMF6, miR-204-5p 1% O 2 por 0, 3, 6, 12, 24 e 48 h Crescimento tumoral 

Câncer pancreático (CP) circPDK1, miR-628-3p 1% O₂ por 48 horas Crescimento e metástase tumoral 

Câncer pancreático (CP) circZNF91, miR-23b-3p % O2, 5% CO2 e 94% N 2 a 37 °C Sensibilidade à gencitabina em xenotransplantes. 

Câncer pancreático (CP) circATG7, miR-766-5p 1% O₂ por vários períodos (0, 3, 6, 12, 24 e 48 h) Crescimento e metástase tumoral 

Carcinoma de células 
escamosas do esôfago 

(CCEE) 
circ-ZNF609, miR-150-5p 5% CO₂ com 0,5% O₂ Crescimento e metástase tumoral 

Câncer de bexiga circELP3 Cultivo sob 1% O₂ Crescimento tumoral 

Osteossarcoma (OS) circCYP51A1, miR-490-3p 1% O₂, 5% CO₂ e 94% N₂ para intervalos de 0 a 48 horas Crescimento tumoral 

Glioma Circ101491, miR-125b-5p 1% O₂ (hipóxia) e 20% O₂ (normoxia) Crescimento e metástase tumoral 

 

Tabela 2 – Principais informações dos artigos incluidos na revisão.
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4. Discussão 

 

4.1 Modelos animais em hipóxia e pesquisa sobre câncer 

 

Os estudos nesta revisão descrevem diferentes técnicas para simular condições 

hipóxicas, que podem ser aplicadas a estudos in vitro ou in vivo. In vitro, os pesquisadores 

geralmente cultivam células em uma incubadora de CO₂ sob condições hipóxicas 

controladas, com concentrações de oxigênio variando de 0,5% a 5%, para replicar as 

condições de baixo oxigênio do microambiente tumoral. A duração da exposição à 

hipóxia varia dependendo do experimento, permitindo o estudo dos efeitos agudos e 

crônicos de baixos níveis de oxigênio.44,47 

 

A hipóxia também pode ser induzida diretamente em modelo animal. Por exemplo, 

células hipóxicas preparadas em experimentos in vitro e suspensas em soluções salinas 

ou em Matrigel, que são então injetadas em animais para criar xenoenxertos tumorais. 

Alternativamente, elas criam condições hipóxicas em um animal privando o organismo 

de oxigênio por pinçamento vascular localizado ou redução sistêmica dos níveis de 

oxigênio por meio do uso de câmaras hipobáricas ou intervenções respiratórias 

específicas33. 

 

Espera-se que esses modelos repliquem as interações dinâmicas e complexas das 

células tumorais com seu ambiente privado de oxigênio, oferecendo, portanto, insights 

sobre a progressão do tumor e as respostas terapêuticas. 

 

No modelo de metástase, a veia caudal é uma escolha prática para injeção de células 

tumorais, pois fornece acesso fácil em camundongos e ratos, permitindo administração 

precisa e repetitiva.31,33,37,38,41,47 Essa abordagem imita de perto o processo 



38  

metastático natural; após entrar na circulação sistêmica, as células tumorais seguem um 

caminho semelhante ao das células metastáticas em humanos, viajando pela corrente 

sanguínea para colonizar órgãos distantes. 

 

O modelo de xenotransplante, no qual o tecido tumoral humano é implantado 

diretamente no animal, oferece vantagens significativas para o estudo do câncer.34 No 

entanto, ele permite uma replicação mais precisa do tumor original, preservando a 

arquitetura celular e o microambiente tumoral, incluindo componentes tumorais 

importantes, como células estromais, vasos sanguíneos e matriz extracelular. Este modelo 

espelha melhor as características tumorais dos pacientes. Além disso, o xenotransplante 

permite o estudo da progressão tumoral e da invasividade no organismo hospedeiro, 

demonstrando aspectos importantes da evolução do tumor e da interação com o sistema 

imunológico. 

 

Os modelos de xenotransplante de câncer são uma excelente opção para testar a 

resposta a terapias personalizadas, incluindo terapias direcionadas e imunoterapias. Esses 

modelos permitem uma avaliação mais precisa da eficácia de várias abordagens 

terapêuticas. Ao carregar as características do câncer humano, os modelos de xenoenxerto 

aumentam a relevância translacional das descobertas para a clínica. Esses modelos são 

valiosos para estudar metástases e interações tumor-hospedeiro, permitindo a avaliação 

de processos metastáticos espontâneos. 

 

4.2 Escolha do modelo animal para experimentação 

 

Esta revisão abrange apenas os estudos em que os modelos experimentais são 

camundongos. Tal predominância indica os méritos do uso de modelos de camundongos 

na pesquisa do câncer, principalmente por meio de linhagens consanguíneas ou 

geneticamente modificadas. Esses camundongos têm excelente uniformidade genética 

pela qual a variabilidade experimental pode ser minimizada de modo que os resultados 

sejam comprovados como consistentes e reprodutíveis. 

 

Cepas específicas de camundongos, como camundongos nus BALB/c, 

camundongos NOD-SCID e camundongos NCG, são candidatos ideais para estudos de 

xenoenxerto  porque  sua  imunodeficiência  e  outras  características  do  sistema 
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imunológico impedem a rejeição de células ou tecidos cancerígenos humanos 

implantados. 

 

Além disso, os camundongos podem facilmente ser submetidos à engenharia 

genética para imitar o comportamento biológico dos cânceres humanos, como 

crescimento tumoral, metástase ou mesmo resposta ao tratamento, tornando-os altamente 

suscetíveis a modelos de tumores humanos. Tais características, com amplo acesso a 

dados de base e fácil praticidade com camundongos devido ao seu tamanho e baixa 

manutenção e custo, tornam os camundongos o modelo mais adequado e mais 

frequentemente usado nos estudos desta revisão. 

 

Entre os estudos incluídos nesta revisão, quinze usaram camundongos nus BALB/c 

como modelo experimental, seis usaram camundongos nus, dois camundongos 

NOD-SCID, um camundongo NCG e um camundongo BALB NU/NU. O camundongo 

BALB/c está entre os modelos consanguíneos mais amplamente usados em pesquisa 

sobre câncer. 

 

Os camundongos BALB/C ‘nude’ são camundongos da linhagem BALB/C com 

alterações genéticas resultando em ausência de pelos e falta de células T, levando a um 

sistema imunológico comprometido. Eles são úteis em estudos de câncer que envolvem 

supressão de células T para permitir o crescimento de tumores humanos sem rejeição.52 

 

Os camundongos nus incluem várias variantes de imunocomprometidos com uma 

mutação no gene Foxn1, que causa a ausência de células T e a falta de pelos. Eles são 

amplamente usados em estudos de câncer, especialmente para transplante de tumores, 

devido à sua capacidade de tolerar enxertos de tecidos heterólogos.52 

 

Os camundongos NOD-SCID (Imunodeficiência Combinada Grave Diabética Não 

Obesa) têm deficiências nas células T e B, tornando-os ainda mais imunocomprometidos 

do que os camundongos “nude”. Eles também têm deficiências nas células natural killer 

(NK) e são mais suscetíveis a desenvolver diabetes espontâneo. Eles são ideais para 

estudos que exigem um sistema imunológico praticamente ausente, permitindo enxertos 

humanos mais complexos, como transplantes de medula óssea e estudos de resposta 

imune.53 
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Os camundongos NCG (NOD-Prkdc scid IL2rg null) são derivados de camundongos 

NOD-SCID, com uma deleção adicional do receptor gama para interleucina-2 (IL2rg), 

que também não possui células NK, além de células T e B. Eles oferecem um ambiente 

extremamente imunocomprometido, sendo um dos melhores modelos para transplantes 

de células e tecidos humanos, ideal para estudos de câncer metastático e modelos de 

doenças humanas.53 

 

Os camundongos BALB NU/NU são semelhantes aos camundongos BALB/c nude. Eles 

são imunodeficientes devido à falta de células T e têm características genéticas 

específicas da linhagem BALB/c. Eles são usados em experimentos de transplante de 

tumores e em estudos que exigem a ausência de uma resposta imune adaptativa para evitar 

a rejeição do enxerto53. 

 

4.3 Aplicabilidade e limitações de modelos animais 

 

 

As câmaras de hipóxia têm sido frequentemente adotadas para cultivar células 

tumorais em uma baixa concentração de oxigênio, 1% O₂, para imitar a condição hipóxica 

dos tumores sólidos, o que facilita atividades biológicas cruciais, como angiogênese, 

reprogramação metabólica e mecanismos de resistência terapêutica. Esses modelos 

animais ajudam a entender os efeitos na saúde de estar em um ambiente de baixo 

oxigênio, incluindo o caminho controlado por fatores de transcrição induzidos pela 

hipóxia, promovendo a formação de tumores. Entretanto, a hipóxia pode se manifestar de 

diferentes maneiras dentro do microambiente tumoral, exibindo padrões distintos que 

influenciam a progressão do câncer 

 

Em relação aos diferentes tipos de hipóxia relacionados à progressão do câncer, 

destacam-se a hipóxia crônica e a intermitente, pois afetam o organismo de maneiras 

distintas.⁵⁴ A hipóxia crônica está associada à rápida proliferação celular sem 

vascularização adequada, resultando em privação constante de oxigênio em regiões 

dentro do tumor.54,55 Esse ambiente de baixo oxigênio favorece a ativação de fatores 

induzíveis por hipóxia (HIFs), que regulam a transcrição de genes responsáveis pela 

adaptação e sobrevivência celular nessas condições.⁵⁴⁵⁵ Em contraste, a hipóxia 

intermitente é caracterizada pela oscilação dos níveis de oxigênio devido a uma variação 

no  fluxo  sanguíneo  resultante  de  anomalias  estruturais  dos  vasos  sanguíneos 
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tumorais.56,57 Essas oscilações podem ocorrer em diferentes períodos de tempo, 

promovendo características tumorais mais agressivas, aumentando sua taxa de 

crescimento, resistência à apoptose e maior capacidade metastática.58 Devido à 

complexidade dos diferentes tipos de hipóxia em câncer, modelos experimentais são 

essenciais para estudar seus efeitos no nível celular e molecular. 

 

Além disso, os modelos experimentais são aprimorados pelas variações nos 

tempos de exposição à hipóxia observados nos estudos de Fang et al. (2021) e He et al. 

(2012), pois as células exibem comportamentos diferentes ao longo do tempo. Por 

exemplo, no estudo de Fang et al. (2021), as células foram submetidas a condições 

hipóxicas em níveis de 1% O₂ por períodos específicos de 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas, 

permitindo uma avaliação precisa das mudanças causadas pela hipóxia ao longo do 

tempo. Da mesma forma, He et al. (2012) analisaram a duração da hipóxia em 1% O₂ ao 

longo de um período, reiterando a necessidade de considerar os efeitos da hipóxia curta e 

prolongada em processos celulares, como divisão, morte e atividade genética. O método 

empregado neste trabalho é altamente eficaz para analisar a duração da hipóxia em 

tumores humanos e entender como ela varia significativamente em estudos in vitro. 

 

A investigação conduzida por Shi et al. (2020) é um esforço crucial para recriar 

situações de hipóxia intermitente crônica em roedores privados de oxigênio, pois foi 

realizada em uma caixa feita sob medida preenchida com 10% de O₂ e moldada 

hiperbolicamente por 12 horas por dia durante 6 semanas consecutivas. Este protocolo 

estendido investiga fatores como hipóxia crônica, que pode governar o crescimento do 

tumor, especialmente reprogramação metabólica, vasculatura e parâmetros imunológicos 

e sistêmicos. No entanto, este modelo tem algumas desvantagens, como a impossibilidade 

de recriar os microambientes dinâmicos contendo diferentes graus de oxigênio 

encontrados em crescimentos tumorais humanos e prováveis respostas imunológicas 

incompatíveis de camundongos e humanos. 

 

Além disso, a investigação usando camundongos APC Min/+ (adenomatous 

polyposis coli multiple intestinal neoplasia) como um modelo natural de patologia do 

câncer revelou outra abordagem para avaliar a hipóxia. Esta mutação heterozigótica 

(Min/+) causa supressão tumoral em camundongos, levando à formação espontânea de 

adenoma intestinal e servindo como um modelo bem administrado para câncer 
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colorretal (CCR). Os camundongos foram colocados sob hipóxia intermitente (12 horas 

por dia durante 6 semanas), o que imitou um microambiente tumoral em mudança. Este 

regime, com uma administração intravenosa de um vetor adenoviral visando o circRNA, 

mmu_circ_0000807, permitiu estudar o impacto da hipóxia na proliferação de tumores 

de câncer colorretal (CCR). 

 

Os resultados indicaram que a hipóxia aumentou a incidência e a frequência do 

tumor em camundongos, com a progressão do tumor sendo observada na ausência de 

mmu_circ_0000807. Os tecidos tumorais e os biomarcadores séricos exibiram níveis 

elevados de mmu_circ_0000807 em resposta a condições hipóxicas, sugerindo seu uso 

como um biomarcador sistêmico ativo e alvo terapêutico. Esses testes em modelos 

animais são benéficos, pois retratam condições dinâmicas e semelhantes às humanas no 

microambiente tumoral, aumentando assim o conhecimento dos mecanismos controlados 

pela hipóxia no CCR. 

 

Apesar desses benefícios, os pesquisadores ainda podem melhorar certos aspectos 

desses modelos. Continua difícil replicar os gradientes dinâmicos heterogêneos de 

oxigênio típicos de tumores sólidos humanos e aplicar esses resultados à arquitetura 

genética e imunológica de pacientes heterogêneos. Modelos avançados que incorporam 

estimulação de oxigênio com exploração mecanicista aprofundada podem ser 

empregados em estudos futuros para identificar e caracterizar novos alvos terapêuticos 

com importância clínica transcendente. 

 

4.4 Limites e desafios 

 

As limitações desses métodos experimentais baseados em técnicas de cultura de células e 

modelos animais são bem documentadas, e esses resultados não devem ser extrapolados 

para a saúde humana. Por exemplo: 

1. Heterogeneidade do tumor: A estrutura geral e as propriedades do tumor são 

determinadas pela diversidade de tipos de células e expressão gênica em cada tecido 

específico. Embora as culturas de células sejam clonais, os modelos animais são mais 

complexos, mas não podem representar o espectro biológico completo dos tumores 

humanos. 
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2. Respostas imunológicas: O sistema imunológico do camundongo é diferente do 

humano, restringindo, portanto, a aplicabilidade dos resultados, principalmente em 

relação à hipóxia e seus efeitos na modulação imunológica. 

 

3. Condições de tempo: O comprometimento do sistema imunológico sobre a 

capacidade funcional total em camundongos foi observado nos estudos de tempo limitado 

de Fang et al. (2021) e He et al. (2021). Esses estudos têm exemplos que variam no tempo 

para extensão hipóxica e sua eficiência e eficácia; por outro lado, o protocolo Shi et al. 

(2020) defende a exposição prolongada, mas em intervalos regulares. Embora útil na 

criação de um modelo para hipóxia recorrente, essa intermitência pode simular apenas 

parcialmente a hipóxia crônica, que varia em grau e duração, como visto nas flutuações 

dinâmicas da maioria dos microambientes tumorais humanos. 

 

 

4. Exposição de longo prazo e suas consequências: Usar uma exposição hipóxica 

intermitente de 6 semanas em ratos fornece insights críticos sobre mudanças de longo 

prazo. Essas mudanças são, por exemplo, na vascularização do tumor, metabolismo 

celular e comportamento invasivo. A limitação desse modelo é que ele pode ignorar certos 

fatores que são muito mais críticos em um ambiente clínico, como a presença de 

gradientes sonoros auditivos ou interações com terapias específicas. 

 

 

5. Tipos de cânceres estudados em condições hipóxicas 

 

 

5.1 Influência da hipóxia no câncer 

A hipóxia tem um efeito direto na progressão do tumor em cânceres de mama ao 

modular a expressão do circRNA. A expressão do circPFKFB4 pode ser induzida por 

HIF1α, o que leva ainda mais ao aumento da progressão do câncer ao degradar p27. Pelo 

processo de proliferação celular, isso prova que o circPFKFB4 regulado por hipóxia se 

correlaciona com mau prognóstico e funcionalidade significativa na progressão da doença 

(Chen et al, 2022). 

De acordo com Qiu et al. (2021), a redução do hsa_circ_0001982 inibe 

significativamente o crescimento do tumor. Este circRNA atua no MUC19 ao esponjar o 
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miR-1287-5p. Além disso, o aumento da expressão dos circRNAs no microambiente 

hipóxico sugere que circRNAs selecionados podem estar proliferando indutivamente o 

crescimento de alvos moleculares específicos no microambiente. 

 

A depleção de CircDENND4C reduziu consideravelmente o volume do tumor, 

consequentemente elevando os níveis de miR-200b e miR-200c e regulando 

negativamente a expressão de HIF1A no tecido tumoral. O baixo nível de HIF1A 

observado resultante da redução de circDENND4C indica que este circRNA fornece 

condições para a sobrevivência do tumor de mama em ambientes hipóxicos, 

estabelecendo condições de baixo oxigênio ao redor do tumor. 

 

Além disso, essa interação no eixo HIF1A fornece evidências de que 

circDENND4C pode ser um novo candidato para futuras intervenções terapêuticas 

antitumorais. A subexpressão de circWSB1 estimula o crescimento em tumores, enquanto 

a supressão de suas atividades reduz a progressão do tumor e melhora a sobrevivência 

dos animais. Essa descoberta está de acordo com outras observações de circRNAs 

específicos no desenvolvimento do câncer sob condições hipóxicas, nas quais os tumores 

são mais agressivos. 

 

A influência da regulação do circRNA induzida por hipóxia no carcinoma 

colorretal foi percebida muito além do câncer de mama. Alguns aspectos do carcinoma 

colorretal, como crescimento, expansão e metástase do tumor, são manifestados devido à 

regulação do circRNA sob condições hipóxicas. Descobertas posteriores de Yang et al. 

(2020) e Shi et al. (2020) indicaram que alguns dos circRNAs induzidos por hipóxia 

(hsa_circ-133, mmu_circ_0000807 e hsa_circ_0000826) estão associados a maior 

agressividade  de  tumores  e  progressão  metastática.  A  ativação  do  eixo circ-

133/GEF-H1/RhoA, que causa diminuição da E-caderina, leva ao aumento de células 

tumorais circulantes (CTCs), promovendo invasão e migração. 

 

Yang et al. (2021) mostraram que circEIF3K regula o eixo miR-214/PD-L1 para 

aumentar a expressão e contribuir para uma forma mais agressiva de câncer colorretal 

caracterizada por doença em estágio avançado e baixas taxas de sobrevivência. Os 

transcritos de circRNA, sob apoptose, aumentam a evasão imunológica enquanto 

modulam algumas vias imunossupressoras, a saber, o eixo PD-L1. 
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Mecanismos semelhantes são observados no câncer de pulmão, onde o papel do 

circRNA na proliferação e metástase de células tumorais sob condições de hipóxia. 

CircRNAs sob condições hipóxicas regulam a progressão do câncer de pulmão afetando 

a proliferação e metástase de células tumorais. O silenciamento de hsa_circ_0000376 na 

verdade inibe o crescimento do tumor regulando o eixo hsa_miR-1182/NOVA2. 

Consequentemente, essas observações indicam que a inibição de circRNAs selecionados 

sob hipóxia pode ajudar a controlar a progressão do tumor do câncer de pulmão. 

 

O circRNA hsa_circ_0007386 induz o crescimento do tumor e a proliferação 

celular através do eixo hsa_miR-383-5p/CIRBP. YAP1-EIF4A3 regula 

hsa_circ_0007386 sob circunstâncias hipóxicas, fortalecendo assim sua ação na 

adaptação do tumor a condições hipóxicas. 

 

Wang et al. demonstrou que o tratamento com hsa_circPLEKHM1-ASO reduz 

significativamente a metástase até mesmo para os ossos em NSCLC (câncer de pulmão 

de células não pequenas). O tratamento prolongou a sobrevida de camundongos com 

destruição óssea reduzida e polarização de macrófagos modificada. Assim, 

hsa_circPLEKHM1 foi colocado como um jogador importante na adaptação tumoral 

induzida por hipóxia. 

 

Para generalizar, hsa_circ_0001875 geralmente aumenta o crescimento e a 

metástase em adenocarcinomas de pulmão, e podemos levantar a hipótese de que a 

regulação positiva desse fator pode, portanto, favorecer a proliferação e a metástase, 

enquanto uma regulação negativa pode ter o efeito oposto. Como hsa_circ_0001875 está 

envolvido no comportamento do tumor e na metástase em condições hipóxicas, esse 

circRNA é proposto como um biomarcador candidato e alvo terapêutico. 

 

Os mecanismos pelos quais a hipóxia impulsiona a expressão do circRNA 

promovem o crescimento e a invasão do tumor, ao mesmo tempo em que obstruem a 

depuração imunológica no CHC. Conforme proposto por Chen e colegas (2023), o 

circPRDM4 promove a progressão do tumor e a evasão imunológica por meio da inibição 

da infiltração de células T CD8+ e por meio do aumento da expressão de CD274 (PD-

L1), que por sua vez apoia a sobrevivência da célula tumoral. 
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De acordo com Du et al. (2020), a regulação negativa de circ_0008450 seria 

benéfica na medida em que as atividades anticâncer de miR-431 e AKAP1 são 

consideradas; portanto, isso implica que, de fato, alguns circRNAs podem atuar como 

inibidores do crescimento tumoral por meio da hipóxia pela modulação de alguns 

domínios de interação entre certos miRNAs com seus alvos. 

 

A regulação negativa de circ-0008450 seria vantajosa para as atividades 

anticâncer de miR-431 e AKAP1, conforme argumentado por Du et al. (2020); segue-se 

que alguns circRNAs provavelmente inibem o crescimento tumoral por meio da hipóxia 

por meio da modulação de certas interações entre miRNAs e seus alvos. 

 

Li et al. (2019) mostraram o envolvimento de circMAT2B na captação de glicose, 

crescimento tumoral e metástase, fornecendo regulação negativa do eixo miR-338-

3p/PKM2. A correlação direta dos níveis aumentados de circMAT2B com resultados 

negativos do paciente apoia seu papel como um regulador metabólico chave da 

progressão do tumor em hipóxia. 

 

A partir da pesquisa de Ouyang et al., em 2021, a superexpressão de receptores de 

andrógeno atende aos requisitos para a inibição do crescimento do tumor, bem como da 

metástase; no entanto, a presença de circ-LNPEP demonstrou combater isso por meio da 

esponja de miR-532-3p, levando à regulação positiva de RAB9A, aumentando assim a 

invasão celular e a agressividade dos tumores no câncer de fígado em condições 

hipóxicas. 

 

A mesma descoberta foi observada no câncer gástrico, pois a expressão de 

circRNA induzida por hipóxia promove a sobrevivência a longo prazo de um tumor. Chen 

et al. (2021) relataram que o silenciamento de circC6orf132 em camundongos com câncer 

gástrico resultou na diminuição do volume do tumor e na diminuição da atividade 

glicolítica, incluindo a expressão de GLUT1, HK2, lactato e captação de glicose. Os 

marcadores de proliferação Ki-67 e PCNA foram regulados negativamente, enquanto 

miR-873-5p foi regulado positivamente, sugerindo que circC6orf132 contribui para um 

fenótipo pró-tumor por meio da regulação do metabolismo energético. 

 

Cheng et al. (2021) observaram que a restauração da expressão de circSLAMF6 

em camundongos aumentou o volume e o peso do tumor, o que foi inversamente 
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correlacionado com os níveis de expressão de MYH9 e os níveis de miR-204-5p. Isso 

mostra que circSLAMF6 induz o câncer gástrico a regular proteínas da MEC e miRNAs 

sob hipóxia. 

 

Ao mesmo tempo, a importância da investigação de circRNA no câncer 

pancreático, hipóxia, bem como no desenvolvimento do tumor e nas respostas ao 

tratamento. Lin et al. (2022) sugerem que o aumento na expressão de circPDK1 e hipóxia 

está associado ao crescimento do tumor e ao câncer preditivo. Exossomos hipóxicos 

contendo circPDK1 promovem o peso e o tamanho do tumor; Entretanto, a regulação 

negativa de circPDK1 (exossomos sh1-circPDK1) diminui em metástases e marcadores 

de transição epitelial-mesenquimal (EMT). 

 

Da mesma forma, He et al. (2022) descobriram que circATG7 regula o 

crescimento tumoral, invasão e autofagia no câncer pancreático por meio dos mecanismos 

miR-766-5p/ATG7 e HUR/ATG7, destacando o papel dos circRNAs na adaptação do 

tumor a condições hipóxicas. 

 

Os circRNAs também estão implicados na adaptação tumoral no câncer de 

esôfago, onde contribuem para a angiogênese e remodelação vascular. Mao et al. (2024) 

relataram que circZNF609, codificado por um gene localizado no cromossomo 20, está 

contido em EVs, aumentando a angiogênese e induzindo toxicidade endotelial vascular. 

Esta observação demonstra que os processos associados ao aumento do crescimento 

tumoral e à formação de novos vasos sanguíneos são ativados pela influência da hipóxia 

(Mao et al., 2024). 

 

No câncer de bexiga, pesquisadores estabeleceram que o circELP3 aumenta a 

resistência ao tratamento e promove a adaptação à hipóxia, demonstrando uma resposta 

adaptativa totalmente desenvolvida ao baixo oxigênio no tumor (Su et al., 2019). No 

osteossarcoma, pesquisadores relataram que a hipóxia afeta a expressão do 

circCYP51A1, e seu silenciamento reduz as metástases pulmonares e o crescimento da 

massa do tumor primário (Yang et al., 2022) 

 

Finalmente, em gliomas, o circRNA101491 que geralmente é superexpresso 

nesses tumores promove tanto o crescimento quanto a atividade metastática, mostrando 
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mais clareza no papel da hipóxia na modulação desproporcional de alguns circRNA 

promotores de tumores (Zhang et al., 2023). 

 

Essencialmente, a hipóxia desempenha um papel importante na regulação 

mediada por circRNA em todos os tipos de câncer para auxiliar na adaptação do tumor, 

evasão imunológica e resistência à terapia. Essas descobertas sugerem que os circRNAs 

podem ter o potencial de serem desenvolvidos para fins de biomarcadores e alvos 

terapêuticos, dando origem a opções interessantes para medicina de precisão em 

oncologia. 

5.2 Papel dos VEs em condições hipóxicas 

 

Sob hipóxia, EVs mediam a comunicação célula a célula dentro do microambiente 

tumoral. Durante o avanço do câncer de mama, a hipóxia induz a geração e liberação de 

EVs, que são particularmente enriquecidos com circRNAs não codificantes. EVs podem 

ser concebidos como "nano-portadores" de RNAs não codificantes, incluindo os 

circRNAs regulados por hipóxia acima mencionados que entregam circPFKFB4, 

circDENND4C e circWSB1 para células-alvo, desencadeando sinalização pró-

tumorigênica. 

 

A estimulação da secreção de eritropoietina no câncer de mama durante a hipóxia 

via fator 1-alfa induzível por hipóxia (HIF1α) influencia profundamente o 

empacotamento de circRNAs em EVs. Este mecanismo foi explicitamente abordado no 

contexto do câncer de mama, destacando sua relevância na adaptação hipóxica a tais 

tumores. Tal mecanismo oferece adaptação do tumor à baixa oxigenação via evasão 

linfática, invasão e evasão imunológica. Mecanismos semelhantes em outros tipos de 

câncer apoiam a ideia de um papel mais amplo dos EVs na adaptação hipóxica. Por 

exemplo, EVs carregados com circDENND4C podem apoiar a sinalização de HIF1α em 

células receptoras para sua adaptação hipóxica, portanto, promovendo o crescimento do 

tumor. 

 

O mesmo acontece de outra forma: assim como os EVs desempenham um papel 

na adaptação hipóxica do câncer de mama, eles também promovem a invasão de células 

tumorais e a evasão imunológica no câncer colorretal. Os circRNAs pró-metastáticos, 

como hsa_circ-133 e circEIF3K, são abrangidos pelos EVs e servem na hipóxia como 

mediadores críticos do desenvolvimento do câncer colorretal. 
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No estágio avançado do câncer colorretal, a baixa taxa de sobrevivência dos 

pacientes é atribuída a um EV enriquecido com circEIF3K, indicando que eles podem ter 

feito transferência de informação genética favorecendo a evasão imunológica. Isso ocorre 

pela mediação da regulação do eixo miR-214/PD-L1, indicando que ele pode alterar o 

microambiente tumoral para promover a progressão do tumor e a resistência à 

imunoterapia. 

 

Não apenas o câncer colorretal, mas também o câncer de pulmão exibiram 

adaptação tumoral de forma mediada por EV sob microrganismos de hipóxia. Isso prova 

que os EVs são conservados entre diferentes tipos de câncer na progressão do tumor. A 

hipóxia também pode auxiliar na progressão do câncer de pulmão, com a possibilidade 

de que os EVs mediarão a interação célula-microambiente tumoral. Por exemplo: ignorar 

a regulação de hsa_circPLEKHM1 induz um efeito na polarização do macrófago M2 e 

enfatiza sua importância na comunicação do microambiente tumoral. 

 

Portanto, esses EVs com circRNAs atuam como mediadores de sinais primários 

entre células e componentes TME para impulsionar a progressão do tumor sob condições 

adversas que ajudariam a facilitar a invasão e assistência do tumor. 

 

Semelhante ao câncer de pulmão, o carcinoma hepatocelular (HCC) também 

depende de EVs sob hipóxia para sustentar a progressão do tumor e a modulação 

microambiental. Em condições de baixo oxigênio, os EVs contribuem para a evolução do 

HCC, especialmente em relação à disseminação do tumor e sua interação com o 

microambiente circundante. Foi demonstrado que esses EVs carregam elementos 

circRNA, como circMAT2B e circPRDM4, que facilitam a supressão imunológica e 

aumentam a captação de glicose. Em particular, a exposição de células tumorais a EVs 

que encapsulam circPRDM4 promove um aumento no ponto de verificação imunológico 

PD-L1 em células tumorais, permitindo que a evasão imunológica ocorra com mais 

probabilidade. 

 

Com base no papel dos EVs no CHC, seu envolvimento no câncer gástrico destaca 

sua importância nas adaptações metabólicas e de sobrevivência induzidas por hipóxia. 

Em praticamente todas as formas possíveis, as vesículas extracelulares (EVs) com 

circRNAs elevados agem de forma semelhante à mudança do microambiente tumoral 

para o de hipóxia. A hipóxia é comum na maioria dos tumores sólidos, 
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incluindo o câncer gástrico. Os EVs com circRNAs relacionados à hipóxia influenciam 

as alterações do metabolismo energético e a sobrevivência para favorecer o crescimento 

do tumor, com os componentes ativos sendo circC6orf132 e circSLAMF6. Os circRNAs, 

com o auxílio de miRNAs e proteínas que eles controlam na célula, asseguram condições 

para o crescimento e progressão do tumor, mesmo em um ambiente pobre em oxigênio. 

 

Foi bem documentado no câncer gástrico que os EVs mediam importantes 

adaptações hipóxicas no câncer pancreático, especialmente determinando mecanismos de 

resistência a medicamentos. Os EVs desempenham um papel fundamental na evolução 

do tumor sob condições de hipóxia, permitindo conversas cruzadas entre células tumorais 

dentro do microambiente tumoral. Um exemplo disso é quando Zeng e colegas mostraram 

que EVs hipóxicos contendo hsa_circ_ZNF91 foram absorvidos por células de câncer 

pancreático resistentes à gemcitabina (2021). No entanto, esses EVs carregados com 

mimético siCircZNF91 ou miR-23b-3p — projetados para neutralizar a resistência 

induzida pela hipóxia — demonstraram o efeito dualístico dos EVs em facilitar e superar 

a resistência aos medicamentos. 

 

Além disso, a capacidade dos EVs hipóxicos de alterar a expressão do marcador 

EMT implica um papel significativo na determinação da capacidade metastática e da 

plasticidade celular. Além dos principais tipos de câncer discutidos, os EVs também 

mediam respostas hipóxicas em outras malignidades, reforçando seu papel universal na 

adaptação do tumor. 

 

No cenário de hipóxia, os EVs se tornam o principal modo de comunicação entre 

as células tumorais e o estroma associado ao tumor. No carcinoma espinocelular 

esofágico, por exemplo, diz-se que EVs portadores de circZNF609 promovem a invasão 

tumoral ao causar disfunção da barreira endotelial e promover a angiogênese (Mao et al., 

2024). 

 

Da mesma forma, cânceres ósseos como o osteossarcoma são agora reconhecidos 

por empregar EVs ricos em circCYP51A1 em seus processos metastáticos, enfatizando 

assim seu papel como transportadores de agentes pró-tumorigênicos (Yang et al., 

2022). Em gliomas, condições hipóxicas permitem a comunicação intercelular via 

circRNAs, incluindo circ101491, por meio de EVs, 
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aprimorando vias de malignidade e regulando negativamente miRNAs terapeuticamente 

relevantes, como miR-125b-5p. O acúmulo de circRNAs em EVs deve ser considerado 

muito relevante para a progressão da doença, apoiando o crescimento do tumor e a 

resistência ao tratamento (Zhang et al., 2023). 

 

5.3 EVs e ncRNAs como biomarcadores 

 

No câncer de mama, os circRNAs que foram analisados anteriormente podem se 

tornar potenciais biomarcadores prognósticos e diagnósticos. A expressão e regulação de 

circPFKFB4, circDENND4C e circWSB1 sob condições hipóxicas indicam que eles 

podem ser transportados em EVs e usados como marcadores não invasivos de tumores de 

mama agressivos. Além disso, fica claro que a consideração de circRNA-HIF1α nos 

estudos pode auxiliar na classificação dos tumores que apresentam uma resposta hipóxica 

distinta, indicando assim sua possível utilidade na previsão do comportamento do tumor. 

 

No câncer colorretal e hepático, os circRNAs regulados por hipóxia também 

foram estudados além do câncer de mama. Seus níveis no câncer de mama (Chen et al., 

2022), câncer colorretal (Yang et al., 2020) e câncer de fígado (Li et al., 2019) revelam 

que os circRNAs regulados por hipóxia, em particular hsa-miR-1287-5p, mostram 

expressão diferencial com base na origem do tumor. Essa expressão diferencial ajuda a 

entender os mecanismos de progressão tumoral e resistência terapêutica. 

 

Além disso, EVs carregando circRNAs e miRNAs são excelentes biomarcadores 

para diagnóstico e prognóstico em câncer colorretal. Os achados desta revisão indicam 

que hsa_circEIF3K, hsa_circ-133 e mmu_circ_0000807, quando associados ao aumento 

da invasividade e agressividade tumoral em condições hipóxicas, podem ser usados como 

biomarcadores confiáveis para diagnóstico precoce de câncer e monitoramento de seu 

desenvolvimento. Além disso, a expressão desses circRNAs em exossomos circulantes 

pode ajudar a desenvolver tratamentos personalizados, desde que seja possível identificar 

fatores importantes da doença do paciente, como agressividade tumoral e risco de 

metástase. 

 

Para entender melhor a especificidade tecidual dos biomarcadores induzidos por 

hipóxia, diferentes tipos de câncer devem ser observados, como câncer colorretal e 
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câncer de pulmão. Tal comparação pode elucidar como esses biomarcadores podem atuar 

de maneira específica ao tecido. Por exemplo, enquanto no câncer colorretal, a evasão 

imune está associada a hsa_circEIF3K, outros tipos de câncer apresentam biomarcadores 

específicos que sugerem a progressão da proliferação celular ou angiogênese. 

 

No câncer de pulmão, circRNAs exossômicos podem ser relevantes para o 

prognóstico e a previsão de resultados. Por exemplo, a presença e os níveis de 

circ_0007386 e circ_0001875 em exossomos circulantes servem como biomarcadores 

para agressividade tumoral e potencial metástase que facilitam o diagnóstico precoce e a 

avaliação da progressão da doença (Li et al., 2024; Wu et al., 2022). É importante ressaltar 

que a detecção desses circRNAs nos fluidos corporais, particularmente no sangue, 

fornece métodos bioinvasivos para monitorar a resposta ao tratamento da carga tumoral e 

a progressão do câncer em condições hipóxicas. 

 

Além disso, circRNAs específicos como circPLEKHM1 no câncer de pulmão 

modulam a interação cruzada dentro do microambiente tumoral, diferentemente de suas 

contrapartes comparativas em outros cânceres, como o câncer retal (Wang et al., 2024). 

Em concordância, circRNAs circ_0001875 e circ_0007386 servem como marcadores de 

metástase e crescimento celular (Li et al., 2024; Wu et al., 2022). Esta avaliação 

comparativa ressalta o papel relativo da hipóxia na iniciação ou ativação de diferentes 

biomarcadores em diferentes cânceres e enfatiza a possibilidade de personalizar 

modalidades de tratamento e monitorar a progressão da doença de acordo com as 

diferenças na expressão circunstancial de circRNAs baseados em ambiente hipóxico. 

 

Da mesma forma, no carcinoma hepatocelular (CHC), fatores determinados em 

EVs circulantes incorporados em exossomos, incluindo circRNA, são marcadores 

promissores para diagnóstico e prognóstico. Por exemplo, circMAT2B se correlaciona 

com metabolismo alterado e prognóstico tumoral, indicando invasão tumoral em 

pacientes com CHC em estágio avançado (Li et al., 2019). Da mesma forma, o fato de 

quantidades excessivas de circPRDM4 serem encontradas em vesículas pode sugerir que 

o hospedeiro está em um estado imunoprivilegiado e, portanto, altamente exposto ao 

câncer, pois o cistron está envolvido no êxodo do sistema imunológico (Chen et al., 2023). 
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Quando esses biomarcadores são colocados contra outros cânceres, é evidente que 

os circRNAs em EVs visam principalmente respostas metabólicas e imunológicas sob 

hipóxia. Em contraste com outros tipos de câncer, que permitem que o circRNA estimule 

o crescimento celular e a metástase prevista, no CHC, também há direcionamento de 

processos metabólicos e supressão de respostas imunológicas, que são importantes para 

a capacidade do câncer de prosperar em baixos níveis de oxigênio. Esses resultados visam 

dar suporte ao uso de circRNAs como identificadores raros de um tipo específico de 

câncer e seu microambiente, permitindo o desenvolvimento de terapias e diagnósticos 

direcionados. 

 

Além do HCC, no câncer gástrico, há uma possibilidade notável de usar circRNAs 

isolados de EVs, por exemplo, circC6orf132 e circSLAMF6, para fins diagnósticos e 

prognósticos. Por exemplo, circC6orf132 pode sugerir avanço do tumor, pois parece ser 

responsável pelo aumento do glicometabolismo e aumento da proliferação celular, o que 

pode ser visto até mesmo nas regiões hipóxicas de um tumor como uma adaptação 

metabólica e um potencial alvo terapêutico (Chen et al., 2021). Outro exemplo fornecido 

é o de circSLAMF6, pois sua atividade está relacionada à motilidade e à proliferação das 

células. Assim, tal mudança pode sugerir tumores mais agressivos e sua possível 

disseminação no câncer gástrico (Fang et al., 2021). 

 

A análise de biomarcadores associados ao câncer no câncer gástrico exibe uma 

diferença em relação a outros tipos de malignidades, pois há um envolvimento mais 

profundo de circRNAs no desenvolvimento da adaptação hipóxica no câncer gástrico por 

meio da modulação da glicólise e do aumento do crescimento celular. Esses circRNAs 

são diferentes dos biomarcadores de outros cânceres ao abordar topicamente a adaptação 

metabólica para superar ambientes extremos, tornando-os mais importantes no que diz 

respeito a intervenções terapêuticas destinadas a restringir o crescimento metastático. 

 

Além disso, de acordo com os artigos incluídos, circRNAs derivados de EVs 

hipóxicos foram identificados como biomarcadores promissores para câncer de pâncreas. 

Alguns estudos exploraram que altos níveis de circPDK1 estão associados a um 

prognóstico ruim do paciente, sugerindo seu alto potencial como um marcador 

prognóstico importante (Lin et al., 2022). Além disso, as evidências indicam que 
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circZNF91 contribui significativamente para o aumento da resistência à gemcitabina, 

tornando-o um preditor útil da resposta ao tratamento (Zeng et al., 2021). 

 

Comparando o câncer pancreático com outros cânceres mediados por hipóxia, fica 

claro que esses biomarcadores são altamente específicos para cada caso. No câncer 

pancreático, mecanismos de resistência, como sensibilidade reduzida à gemcitabina, 

surgem à medida que EVs hipóxicos promovem esses efeitos, conforme demonstrado por 

Zeng et al., 2021. Por outro lado, no câncer colorretal, há circRNAs como circEIF3K que 

estão mais associados à evasão imunológica, enquanto no câncer de pulmão, circRNAs 

como circPLEKHM1 previnem ativamente a metástase e alteram o microambiente 

tumoral. Essas variações destacam a natureza específica do tecido dos circRNAs 

responsivos à hipóxia e enfatizam a presença de várias vias regulatórias ativadas por 

vesículas. 

 

Finalmente, EVs contendo circRNAs são biomarcadores valiosos para pacientes 

com vários tipos de câncer em estágios de prognóstico e diagnóstico. Em um exemplo 

ilustrativo, os níveis de circZNF609 em EVs de pacientes com câncer de esôfago estão 

associados ao avanço do tumor, tornando-o um fator prognóstico potencial de desfecho 

ruim (Mao et al., 2024). Da mesma forma, no câncer de bexiga, os pesquisadores previram 

a resistência ao tratamento demonstrando a regulação positiva de circELP3 em condições 

hipóxicas (Su et al., 2019). 

 

Além disso, em osteossarcomas, espera-se que pacientes com EVs portadores de 

circCYP51A1 tenham maior risco de desenvolver metástase, enquanto para gliomas, a 

expressão de circ101491 em níveis elevados se correlaciona com agressividade e pior 

prognóstico (Yang et al., 2022; Zhang et al., 2023). Portanto, essas evidências fortalecem 

o possível uso de circRNAs como meio para diagnósticos e alvos para medicina 

personalizada contra hipóxia. 

 

6. Aplicabilidade clinica 

 

6.1 Es e ncRNAs: Perspectivas como biomarcadores tumorais 

 

EVs também possuem circRNAs e miRNAs como seus ncRNAs; nesse sentido, 

esses EVs podem ser considerados um dos biomarcadores mais específicos e promissores 

para diagnóstico, monitoramento e prognóstico de várias malignidades. 
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Esses ncRNAs regulados por hipóxia estão envolvidos na progressão do tumor e na 

resposta a medicamentos. 

 

CircPFKFB4, circDENND4C e circWSB1 são ncRNAs regulados por hipóxia no 

câncer de mama, sendo significativamente associados à agressividade do tumor e ao mau 

prognóstico; portanto, são considerados ótimos candidatos para uso em biomarcadores 

não invasivos do progresso da doença (Chen et al., 2022). 

 

No câncer colorretal, circRNAs como circEIF3K, circ-133 e mmu_circ_0000807 

foram identificados como estando ligados à evasão imunológica e à disseminação da 

invasividade tumoral aumentada. Portanto, essas características tornam os circRNAs 

indicadores altamente confiáveis para diagnóstico precoce e avaliação de risco de 

metástase (Yang et al., 2020). 

 

Os circRNAs associados ao potencial metastático do câncer de pulmão incluem 

circPLEKHM1, circ_0007386 e circ_0001875. No sangue, eles fornecem um meio menos 

invasivo de monitorar a carga tumoral e a resposta ao tratamento em condições hipóxicas, 

sendo encontrados em exossomos circulantes (Li et al., 2024; Wu et al., 2022). 

 

CirRNAs metabólicos circulantes, como circMAT2B e circPRDM4, foram 

associados a alterações metabólicas e evasão imunológica no carcinoma hepatocelular, 

duas características essenciais da evolução do tumor adaptadas a ambientes de baixo 

oxigênio. Uma quantidade considerável de circPRDM4 em EVs indica um sistema 

imunológico suprimido, enquanto circMAT2B é um identificador para pacientes com 

CHC avançado (Li et al., 2019; Chen et al., 2023). 

 

No câncer gástrico, circRNAs, incluindo circC6orf132 e circSLAMF6, surgiram 

como fatores que contribuem para o metabolismo das células tumorais em ambientes 

hipóxicos. Enquanto isso, esses biomarcadores são atividades proliferativas e atividades 

de motilidade e, portanto, indicam tipos de tumores mais agressivos com potencial 

metastático mais significativo (Fang et al., 2021). 

 

CircPDK1 e circZNF91 são circRNAs relatados como indicadores prognósticos 

no câncer pancreático. A expressão aumentada de circPDK1 é menos favorável em 
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relação ao prognóstico, e circZNF91 pode prever resistência à gemcitabina, um agente 

de tratamento essencial no câncer de pâncreas (Lin et al., 2022; Zeng et al., 2021). 

 

No câncer de esôfago, níveis aumentados de circZNF609 em Evs da circulação 

foram correlacionados com a progressão do tumor e têm um valor preditivo negativo. 

Este circRNA pode não apenas prever o estágio do câncer, mas também pode 

desempenhar um papel no desenvolvimento de terapêuticas mais direcionadas e ser 

menos invasivo no monitoramento da progressão da doença (Mao et al., 2024). 

 

A hipóxia regula a expressão do circRNA circELP3 no câncer de bexiga, e a 

hipóxia aumenta a expressão de circELP3. O aumento de circELP3 foi identificado como 

um fator importante na resistência à terapia e pode servir como um biomarcador preditivo 

no câncer de bexiga, indicando uma maior chance de resistência à terapia e pior resposta 

ao tratamento (Su et al., 2019). 

 

No osteossarcoma, a presença de circCYP51A1 em EVs previu o risco de 

metástase, enquanto no glioma, níveis circunferenciais aumentados se correlacionaram 

bem com doença agressiva e prognóstico ruim, reforçando a relevância desses circRNAs 

como biomarcadores no contexto de malignidades do sistema nervoso central (Yang et 

al., 2022; Zhang et al., 2023). 

 

Estes são alguns exemplos de como os ncRNAs em EVs podem definir a extensão 

da agressividade em tumores, oferecer um método não invasivo para quantificar 

dinamicamente diferentes tipos de câncer e podem ser essenciais para adaptar o 

tratamento clínico e prever a resposta ao tratamento, especialmente em contextos 

hipóxicos. Assim, eles dão origem a novos horizontes para terapias direcionadas e 

terapêuticas mais precisas. 

 

6.2 miRNAs em diferentes tipos de câncer: indicadores de prognóstico e progressão 

 

ncRNAs, como miRNAs, foram identificados para regular vários tipos de câncer 

no desenvolvimento de tumores e resposta à hipóxia. miR-1287-5p é o candidato mais 

forte entre miRNAs que mediam vias centrais no câncer de mama; portanto, sua expressão 

pronunciada se correlacionou com tumores agressivos e prognóstico ruim (Qiu et al., 

2021). miR-133a e miR-214 foram estudados por seus papéis no controle da progressão 

tumoral e escape imunológico no câncer colorretal. A expressão aberrante de 
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ambos os miRNAs foi associada a estágios posteriores da doença e resultados ruins para 

o paciente (Yang et al., 2020; Yang et al., 2021). 

 

No câncer de pulmão, o miR-1182 altera a proliferação em condições hipóxicas, 

o que pode ser considerado um excelente marcador prognóstico porque seus níveis estão 

associados a um melhor prognóstico (Li et al., 2020). Além disso, o miR-383-5p é um 

regulador crucial do crescimento e proliferação tumoral por meio do eixo circRNA-

circ_0007386/miR-383-5p/CIRBP; sob hipóxia, sua regulação seria modificada pela 

associação de YAP1-EIF4A3 que delineia sua função na dinâmica do tumor (Li et al., 

2024). O miR-431, o miR-338-3p e o miR-532-3p interferirão na regulação da dinâmica 

e do metabolismo do tumor do carcinoma hepatocelular. Níveis mais altos de miR-431 e 

miR-338-3p estão atualmente associados a uma pior sobrevivência (Du et al., 2020; Li 

et al., 2019; Ouyang et al., 2021). Os níveis de miR-873-5p e miR-204-5p são altos 

em células de câncer gástrico, uma mudança que afeta a sobrevivência celular e a 

resistência à terapia, e existe uma correlação positiva entre esses níveis altos e doenças 

mais avançadas e resistência ao tratamento (Chen et al., 2021; Fang et al., 2021). 

 

Por exemplo, miR-628-3p, miR-23b-3p e miR-766-5p, com o impacto na 

progressão das células do câncer pancreático e na resistência aos medicamentos, e que 

desregula ainda mais leva à pior sobrevivência e manifestações agressivas, foram citados 

por Lin et al. (2022), Zeng et al. (2021) e He et al. (2022). Na verdade, o nível de 

expressão muito baixo de miR-150-5p indica mau prognóstico no fenótipo tumoral 

agressivo de cânceres de esôfago (Mao et al., 2024). No osteossarcoma, a regulação 

negativa de miR-490-3p regula a invasividade e a metástase por meio das vias KLF12; 

alto potencial metastático está relacionado à invasão (Yang et al., 2022). A baixa 

expressão de miR-125b-5p foi recentemente associada a mau prognóstico, fenótipos 

tumorais agressivos e condições hipóxicas em glioma (Zhang et al., 2023). 

 

Em conclusão, os miRNAs são agentes reguladores críticos durante condições 

tumorais hipóxicas e envolvem proliferação, metástase e resistência ao tratamento em 

diferentes tipos de câncer. A expressão aberrante de diferentes miRNAs, como miR-

1287-5p no câncer de mama e miR-1182 no câncer de pulmão, é indicativa de suas 

habilidades como biomarcadores e novos alvos terapêuticos. Mais estudos serão 
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necessários para determinar sua significância clínica em futuras terapias personalizadas 

contra o câncer. 

 

7. Aplicações terapêuticas potenciais 

Câncer Colorretal 

Em circRNAs, circ-eif3k e circ-rna-133 estão envolvidos na evasão imunológica 

e agressividade do tumor. circRNA-133 regula diretamente miR-133a, o que pode 

impedir o progresso do câncer. Pode ser possível usar miR-133a em abordagens 

terapêuticas via Evs para neutralizar o efeito pró-tumor de circRNA-133. 

mmu_circ_0000807 também está associado à metástase e à dinâmica tumoral do câncer 

colorretal. Prevenir sua expressão pode restringir a capacidade metastática também. Entre 

os ácidos microrribonucleicos que regulam vias tumorais específicas críticas para o 

câncer colorretal, especialmente durante a hipóxia, miR-214 é ressuscitável em tumores 

com terapia baseada em EV ou lipossomo. 

 

A modulação de circRNA e miRNA pode abrir novos caminhos em inovações 

terapêuticas ao levar o tratamento personalizado para abordagens menos invasivas. A 

administração seletiva mediada por EV pode proteger parte do sangue de encontrar novos 

caminhos para cooperar com terapias. Emitir precisamente esses ncRNAs também é a 

opção mais brilhante para terapia direcionada contra progressão tumoral e resistência ao 

tratamento. 

 

Câncer de mama 

Além do miRNA-1287-5p, vários outros circRNAs e miRNAs funcionam em 

conjunto como participantes importantes na progressão do tumor de câncer de mama e 

também podem servir como alvos terapêuticos. O circPFKFB4 induzido promove a 

progressão do tumor por meio do metabolismo e proliferação responsáveis pela 

tumorigênese. Terapias como inibição seletiva ou sistema de edição genética 

CRISPR/Cas9 para silenciar a expressão do circPFKFB4 reduzirão a proliferação e o 

comportamento invasivo das células tumorais. 

 

Um importante circRNA relacionado ao câncer de mama é o circ_0001982. Seus 

papéis importantes envolvem o controle do miR-1287-5p e do gene MUC19, que afeta a 

progressão do tumor. miR-1287-5p também é um regulador negativo de muitos genes 
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associados à resistência à apoptose na proliferação celular. O volume e o peso do tumor 

diminuem após a redução do circ_0001982, sugerindo que a modulação deste circRNA 

pode ser uma estratégia terapêutica. Assim como os tumores resistentes à terapia, o 

fornecimento externo de miR-1287-5p usando EVs ou nanopartículas lipídicas pode 

restaurar o efeito inibitório do miRNA. 

 

circDENND4C é outro circRNA importante do câncer de mama. Ele está 

envolvido com miR-200b e modifica a capacidade de proliferação celular das células do 

câncer de mama que desenvolvem condições especialmente hipóxicas. Silenciar o 

circDENND4C reduz significativamente a proliferação celular e a capacidade 

metastática, conforme comprovado por modelos experimentais. Muitos benefícios podem 

ser derivados pela adoção de estratégias terapêuticas que restrinjam a invasão e a 

metástase por meio da inibição desse circRNA. 

 

Além disso, o circWSB1 promove o crescimento do tumor por meio de vias de 

sobrevivência celular e resistência à terapia, o que é importante para a progressão do 

tumor. A inibição do circWSB1 pode reduzir a formação de metástases e tornar os 

tumores menos agressivos. A inibição da interação do circWSB1 com seus miRNAs alvo, 

por exemplo, miR-1287-5p é promissora para o tratamento da progressão do câncer de 

mama. 

 

Métodos terapêuticos que empregam modulação de circRNA e miRNA para tratar 

câncer de mama incluem administração exógena de miRNA e inibição de circRNA. EVs 

podem aumentar ainda mais a eficácia dessas terapias porque podem direcionar os agentes 

terapêuticos diretamente para as células tumorais, superando as limitações dos métodos 

convencionais. Quando adaptadas com base no perfil molecular do tumor, essas 

abordagens prometem tratamentos mais eficazes e menos invasivos para os pacientes.. 

Câncer de pulmão 

No câncer de pulmão, exossomos circulantes carregando circRNAs circ_0007386 

e circ_0001875 se correlacionam com metástase e agressividade tumoral. Abordagens 

terapêuticas visando inibir esses circRNAs, usando siRNAs ou bloqueadores em sistemas 

de entrega baseados em EV, reduziriam a invasividade das 
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células tumorais. Além disso, miR-1182 é um mir supressor de tumor produzido por meio 

de circRNAs em condições hipóxicas que inibem o crescimento celular. A restauração do 

efeito inibitório de miR-1182 em modelos tumorais seria possível por meio da introdução 

deste mir com quantidades minúsculas de EV ou introdução de lipossomos. Além disso, 

circ_0000376 associado ao crescimento pró-células em condições hipóxicas promoveria 

ainda mais a progressão do tumor, reduzindo a proliferação celular por meio do bloqueio 

terapêutico deste circRNA para seus miRNAs alvo. 

 

Carcinoma hepatocelular (HCC) 

Em resumo, o circMAT2B gerencia o metabolismo de células tumorais em 

condições de hipóxia de baixa pressão de oxigênio e estágios de imunossupressão em 

condições de estado de doença mais avançado. Em projetos experimentais, mesmo em 

aplicações de abordagens de edição genética, como a de CRISPR/Cas9 ou inibidores 

específicos por meio de entrega em EVs, pode ter um impacto terapêutico para reduzir a 

expressão do circMAT2B. O circ_0008450 governa o miR-431 e promove a 

sobrevivência celular e a invasão tumoral. Portanto, bloquear sua interação com o 

miR-431 inibiria a invasão e a metástase no HCC. O miRNA miR-532-3p está associado 

a processos cruciais de regulação molecular no HCC, que, quando restaurados, podem 

reduzir significativamente o comportamento agressivo do tumor. A reintrodução do miR-

532-3p em tumores por meio de EVs modificados pode potencialmente emergir como um 

modo de ação terapêutico eficaz. 

 

Câncer gástrico 

No câncer gástrico, circRNAs-circC6orf132 e circSLAMF6- estão associados a 

miR-873-5p e miR-204-5p e têm potencial terapêutico. Terapias envolvendo EVs para a 

modulação de tais ncRNAs seriam um passo para restringir a proliferação de células e a 

motilidade de tumores, diminuindo assim o pool de potencial metastático e aumentando 

a eficácia de terapias convencionais.. 

 

Câncer de Pâncreas 

CircZNF91 e miR-23b-3p têm o potencial de quebrar a resistência contra a 

gemcitabina, um dos quimioterápicos mais usados no câncer de pâncreas. A 

administração exógena de circZNF91 via EVs sensibilizará as células tumorais ao 
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tratamento. Além disso, circATG7 por meio de miR-766-5p pode ser avaliado para 

reduzir a progressão do tumor e melhorar os resultados clínicos. 

 

Neoplasia esofágica, câncer de esôfago, pode ser alvo de tratamento por meio de 

moléculas miR-150-5p adequadas para uso terapêutico na progressão do câncer de 

esôfago. EVs que continham esse miRNA poderiam modular as vias tumorais e, portanto, 

melhorar os resultados do paciente em estágios avançados do tumor. 

 

Câncer de bexiga 

Em condições hipóxicas, a regulação positiva de circELP3 ocorre em associação 

com os mecanismos subjacentes à resistência ao tratamento no câncer de bexiga; portanto, 

essas representam abordagens terapêuticas que alteram a expressão desse circRNA para 

melhorar a resposta à quimioterapia. 

 

Osteossarcoma 

miR-490-3p e a via associada com KLF12 poderiam deter o alto risco metastático 

no osteossarcoma. Outra maneira possível de administrar miR-490-3p para suprimir a 

invasão tumoral seria por meio de EVs. 

 

Glioma 

No glioma, miR-125b-5p está envolvido em processos tumorais sob hipóxia. O 

comportamento agressivo do tumor poderia ser reduzido por terapias direcionadas que 

modulam esse miRNA. A administração de miR-125b-5p no tecido afetado por meio de 

EVs poderia, portanto, ser mais uma nova estratégia terapêutica em gliomas resistentes 

ao tratamento.. 

 

7. Limitações e desafios 

 

No entanto, há desafios significativos nessa direção; a aplicação clínica 

translacional de EVs e ncRNAs é muito promissora no campo do câncer, mas complica 

muito as situações. Um grande obstáculo diz respeito à padronização em protocolos de 

isolamento e caracterização de EVs, uma vez que esses fatores críticos são essenciais para 

garantir a reprodutibilidade e aplicações em larga escala. Além disso, a maioria dos 

ncRNAs  é  funcionalmente  redundante,  o  que  representa  mais  dificuldades  na 
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determinação de sua especificidade neste cenário complexo de microambiente tumoral e 

na relevância da aplicabilidade clínica. Isso induz a necessidade de estudos elaborados 

sobre esses ncRNAs para validar sua significância em várias condições clínicas. 

 

Embora os modelos animais sejam indispensáveis à pesquisa pré-clínica, eles não 

preveem totalmente os resultados humanos. No entanto, eles fornecem insights valiosos 

no nível pré-clínico e estabelecem as bases para a compreensão de como os EVs e os 

ncRNAs funcionam na biologia tumoral e em contextos terapêuticos. As diferenças na 

fisiologia, resposta imune e progressão tumoral devem ser reconhecidas porque 

influenciam fortemente os resultados que podem diferir nos experimentos. No entanto, os 

testes em animais ainda fornecerão orientação significativa para experimentos iniciais, 

testes de hipóteses e otimização de estratégias de tratamento, que podem então prosseguir 

para testes em humanos. 

 

8. Perspectivas futuras 

 

Indicadores de que a integração de Evs e ncRNAs na prática clínica pode 

revolucionar o tratamento do câncer. Isso inclui caminhos promissores nos quais a 

identificação precoce de biomarcadores em fluidos corporais, ou seja, biópsias líquidas, 

pode ser integrada com intervenções terapêuticas baseadas em ncRNAs funcionais. 

Abordagens de tratamento individualizadas direcionadas por perfis moleculares 

específicos dos EVs em questão provavelmente mudarão o cenário terapêutico em relação 

ao câncer, particularmente em casos de hipóxia, onde as abordagens terapêuticas atuais 

são limitadas. 

 

Uma abordagem empolgante já realizada em algumas investigações é a 

configuração do câncer em modelos animais, seguida pelo tratamento com EVs para 

verificar sua eficácia na redução do tumor.54-56. Esse modelo experimental pode 

permitir avaliações dos efeitos desses EVs no tamanho do tumor e seus efeitos inibitórios 

sobre circRNAs e miRNAs envolvidos no crescimento e metástase do tumor. Além disso, 

pode interromper vias metabólicas críticas, como a glicólise. Portanto, oferece uma 

excelente oportunidade para testar novas terapias que prometem melhorar o prognóstico 

do paciente por meio da modulação desses ncRNAs, o que pode contribuir para um 

prognóstico ruim do paciente. 
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9. Conclusão 

 

Esta revisão sistemática visa reunir informações existentes sobre os papéis 

regulatórios de miRNAs e circRNAs em condições hipóxicas em relação a diferentes 

tipos de câncer usando modelos animais. O uso de modelos animais para abordar essa 

questão fornece as informações mais valiosas, preenchendo a lacuna nas informações 

fornecidas por modelos in vitro. Isso nos permite entender melhor os mecanismos 

relacionados ao câncer e avançar no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. 

 

Entender as interações entre essas moléculas e a perspectiva de EVs como 

portadores de ncRNAs pode estabelecer novas maneiras de avançar abordagens 

terapêuticas e tratamentos personalizados. Essas descobertas exigem estudos adicionais 

sobre a validação desses biomarcadores em termos de relevância clínica, abrindo caminho 

para um gerenciamento de câncer mais eficaz e personalizado em ambientes hipóxicos. 

 

A coleta de dados atual envolvendo modelos animais ajuda a estabelecer bases 

críticas de conhecimento, no entanto, ensaios clínicos são indicados para avaliar a eficácia 

e a segurança dessas estratégias quando aplicadas a pacientes humanos. Estudos clínicos 

bem projetados serão necessários para transferir as evidências para a prática e garantir 

seus possíveis benefícios para o tratamento do câncer em contextos realistas. 
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6. Considerações finais 

A presente tese explorou o papel das vesículas extracelulares (EVs) e dos RNAs 

não codificantes (ncRNAs), em especial os miRNAs e circRNAs, na resposta celular à 

hipóxia, com ênfase em câncer. Os achados apresentados ao longo deste trabalho 

reforçam a influência crítica da hipóxia na progressão tumoral e destacam as EVs como 

importantes mediadoras na comunicação celular sob essas condições. 

 

No contexto do câncer, a análise de modelos experimentais revelou que as EVs 

transportando ncRNAs modulam mecanismos fundamentais do microambiente tumoral, 

favorecendo a adaptação das células neoplásicas ao estresse hipóxico. A identificação de 

biomarcadores relevantes nesses vesículos oferece novas perspectivas para o diagnóstico, 

prognóstico e monitoramento da resposta terapêutica, consolidando o potencial da 

biópsia líquida como ferramenta promissora na oncologia. No entanto, para 



72  

a translação desses achados à prática clínica, ensaios bem controlados e padronizados 

são necessários, visando garantir a reprodutibilidade e a aplicabilidade dos resultados. 

 

Os desafios metodológicos ainda representam um obstáculo significativo para a 

implementação das EVs como biomarcadores clínicos, devido à falta de padronização na 

sua caracterização e isolamento. No entanto, avanços tecnológicos, incluindo aprendizado 

de máquina e inteligência artificial, podem facilitar a descoberta e validação de novos 

biomarcadores baseados em EVs e ncRNAs, acelerando sua aplicação na medicina de 

precisão. 

 

Diante dos achados apresentados, esta tese reforça a importância da investigação 

de EVs e ncRNAs na adaptação celular à hipóxia no câncer. A compreensão aprofundada 

desses mecanismos poderá não apenas aprimorar o diagnóstico e prognóstico dessas 

doenças, mas também abrir novas frentes para abordagens terapêuticas mais eficazes e 

personalizadas. Estudos futuros, incluindo ensaios clínicos e inovações biotecnológicas, 

serão fundamentais para validar o potencial das EVs e ncRNAs como ferramentas 

translacionais, consolidando seu papel na oncologia e na medicina do sono. 

 

7. Conclusão 

 
A apneia do sono é uma doença multifatorial e complexa que acomete um grande 

número de pessoas em todo o mundo. Nos casos de apneia grave, um ambiente hipóxico 

se torna predominante, causando alterações fisiológicas nas células que, a longo prazo, 

juntamente com outros fatores de risco, estão relacionados ao surgimento do câncer. 

Dessa forma, a hipóxia intermitente atua como um fator crucial para a progressão tumoral. 

 

 Este trabalho explorou os mecanismos moleculares relacionados à hipóxia e 

sua relação com a biologia do câncer, com enfoque nas vesículas extracelulares e nos 

RNAs não codificantes, que desempenham um papel essencial na comunicação celular e 

na adaptação ao microambiente tumoral. 

 

Os resultados apresentados mostram que as EVs desempenham um papel 

importante na biologia do câncer por meio das respostas celulares à hipóxia, 

transportando ncRNAs que influenciam processos críticos no desenvolvimento tumoral, 

como proliferação e resistência terapêutica. Além disso, as análises com circRNAs 

demonstram sua função regulatória em condições hipóxicas, evidenciando seu potencial 
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como biomarcadores para diagnóstico e resposta terapêutica. 

 

Este trabalho também aborda a importância da utilização de modelos animais em 

estudos sobre hipóxia e câncer, destacando a necessidade de experimentos 

metodologicamente bem desenhados para testar achados in vitro e desenvolver novas 

abordagens terapêuticas que possam ser aplicadas na prática clínica. Além disso, 

organismos com adaptações evolutivas para sobreviverem a condições hipóxicas, como 

o ouriço-do-mar, podem ser utilizados como modelos para uma melhor compreensão 

dessa condição e para o desenvolvimento de terapias inovadoras. 

 

Mesmo com os avanços, alguns desafios ainda persistem, como a padronização 

das metodologias para a utilização das EVs como biomarcadores, bem como o emprego 

de circRNAs como ferramentas diagnósticas e terapêuticas. É fundamental que ensaios 

clínicos sejam conduzidos para validar essas estratégias, possibilitando novas abordagens 

para a modulação da resposta hipóxica no câncer. 

 

As descobertas apresentadas neste trabalho oferecem uma base para futuras 

investigações e reforçam a importância do desenvolvimento de estratégias variadas e 

translacionais para a criação de terapias cada vez mais eficazes e acessíveis no combate 

ao câncer. 
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