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Resumo
A apneia do sono (AOS) pode ser definida como um distdrbio respiratorio que resulta em
episodios repetitivos de apneia, causando colapso das vias respiratdrias durante o sono,
resultando em um ambiente hipoxico a nivel celular. A hipdxia € um componente
fisiopatol6gico central em varias condigdes patologicas que resultam em incapacidade de
longo prazo e morte. Evidéncias recentes sugerem vias de sinaliza¢cdo comuns em vérias
doencas, como cancer, sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) e obesidade. A
SAOS no contexto da hipdxia intermitente, pode causar um inflamacao exarcebada no
tecido adiposo, onde sera liberado adipocinas pré-inflamatérias que contribuim para o
desenvolvimento de sindromes metabdlicas e um ambiente favoravel ao cancer. O fator
de transcricdo induzivel por hipéxia 1 (HIF-1), que é ativado em condi¢des hipdxicas,
desempenha um papel fundamental na ativacdo de varios mecanismos fisiopatoldgicos
que além de agravar os sintomas pode desencadear um ambiente propicio para o0
desenvolvimento de céncer. Os RNA néo codificantes, (\cRNAs), empacotados em
vesiculas extracelulares (VES), sdo mediadores importantes em varios processos
biologicos. As VEs sdao um grupo heterogéneo de vesiculas revestidas por bicamadas
lipidicas liberadas por todas as células, que desempenham papéis importantes na
comunicacdo intercelular. As VEs carregadas com ncRNAs desempenham um importante
papel na comunicacdo celular, influenciando em processos patdlogicos em tecidos
distantes e também em células cancerigenas. Estudos recentes destacaram que ncCRNAs,
incluindo RNA circular (circRNA), RNA longo nédo codificante (INcCRNA) e microRNAs
(miRNAs), sdo seletivamente selecionados em VESs, modulando aspectos especificos de
doencas. O conceito emergente € que as redes de INCRNA-circRNA/MiIRNA/MRNA
respondem a hipoxia para modificar a progressdo da doenca, com um grande grau de
sobreposicao entre diferentes condi¢des fisiopatoldgicas. O principal objetivo desta pesquisa
foi compreende 0s mecanismos moleculares de acao entre hipoxia intermitente e sindrome
da apneia obstrutiva do sono (SAOS), bem como sua relacdo com o desenvolvimento e

progressao do cancer.

PALAVRAS-CHAVE: HipOxia, apneia obstrutiva do sono, Cancer, microRNAs, vesiculas
extracelulare
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1. Introducéo

A sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAOS) é um distdrbio respiratério
diretamente ligado ao sono, onde consiste em quadros de hipopneia e apneia durante a
respiracéo (1). Mesmo sendo considerada uma doenga comum, é muito complexa, devido
a diversos fatores fisiolégicos que podem estar relacionados, desencadeando diversas
comorbidades, sendo considerada uma sindrome multifatorial que pode aumentar os

indices de mortalidade (1,2).

Com isso, devido a redugédo da quantidade de oxigénio e interrupcoes sucessivas
na respiracao, o estado de hipoxia intermitente (HI) resulta em estresse oxidativo, gerando
um dano endotelial e inflamacdo vascular. Além disso, o portador da sindrome pode
desenvolver quadros patologicos e metabdlicos cronicos, tais como obesidade, resisténcia
a insulina e diabetes tipo 2 (3). A hipoxia intermitente causa um perfil pro inflamatério
no tecido adiposo, principalmente ao longo prazo, entretanto, 0s mecanismos moleculares

que ocasionam essa condicdo ainda ndo foram descritos completamente (3,4).

Embora a fisiopatologia da inflamacéo do tecido adiposo na obesidade ja esteja
bem descrita na literatura, a interacdo entre hipoxia intermitente e essa inflamacao e suas
consequéncias metabolicas 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 manifestacéo (5,6). Além disso, inflamacdes sistémicas e vasculares com
disfuncdes endoteliais podem causar diversas morbidades relacionadas com os sistemas

cardiovascular e metabolico que influenciam diretamente na progresséo do cancer (7)

Hipdxias crbnicas e intermitentes tém sido consideradas fatores que exercem um
papel fundamental na regulacdo de vérios estdgios de formacdo tumoral e suas
progressdes. Nos Ultimos anos, alguns estudos importantes mostraram que pacientes com
SAOS tendem a ter maior prevaléncia e incidéncia de cancer e até mesmo maior
prevaléncia de mortalidade relacionada ao cancer (8-12). Estudos in vitro mostraram que,
na SAOS, existem propriedades pro-oncogénicas de hipdxia que sdo mediadas
principalmente pelo aumento dos efeitos pds-traducionais do HIF. O HIF é um fator de
transcricdo que é capaz de regular a expressdo de genes em resposta a diminuicdo do

oxigénio celular (7).

RNAs néo codificantes (ncRNAs) sdo biomarcadores potenciais promissores para

diagndstico devido ao seu papel em processos bioldgicos fundamentais, bem como suas
12



ligagBes com varios tecidos patolégicos de interesse (7). Esses ncRNAs foram transcritos
do DNA, mas ndo traduzidos para proteinas; no entanto, eles desencadeiam eventos
importantes nos processos bioldgicos, como regulacdo epigenética, diferenciacéo celular,
inflamacéo, apoptose, imunidade, metabolismo e sinalizacdo celular (13). A presenca
seletiva de vesiculas extracelulares (EVs) pode fazer com que essas moléculas sejam
utilizadas como biomarcadores presentes na circulacao sanguinea e fluidos biolégicos. As
EVs sdo particulas liberadas por células em diferentes estados fisioldgicos e patologicos,
podendo auxiliar no tratamento e diagndstico de doencas (13,14).

Este trabalho pretende elucidar o mecanismo de acdo entre hipdxia intermitente,
sindrome da apneia obstrutiva do sono (SAQOS) e sua relagdo com o desenvolvimento e
progressdao do cancer. Com isso, pretende-se entender os mecanismos moleculares
relacionados a condic6es de hipoxia induzidos pela HI, permitindo o desenvolvimento de
novas estratégias diagndsticas e terapéuticas. O estudo de RNAs ndo codificantes em
vesiculas extracelulares, como potenciais biomarcadores, possui um grande potencial e
pode ser utilizado como um avango no diagnostico precoce e tratamento mais eficaz dessa

interacdo complexa entre SAOS e cancer.

2. Revisao de literatura

2.1 Hipoxia e condicdes patoldgicas relacionadas

A hipdxia, caracterizada pela reducdo nos niveis de oxigénio nos tecidos,
desempenha um papel importante em varias patologias, especialmente aquelas
relacionadas ao sistema cardiovascular, contando com uma boa quantidade de estudos
relacionados (15-18). Um estudo recente explorou a influéncia da hipdxia intermitente na
apneia obstrutiva do sono (AOS) e sua associa¢do com disfuncao endotelial cronica. Os
autores mostram gue as vesiculas extracelulares (VEs), especialmente aquelas derivadas
de eritrocitos, desempenham um papel fundamental nesse ambiente. Essas VES carregam
miR-144, que € entregue as células endoteliais, reduzindo a expressdo do fator nuclear
eritroide 2 relacionado. O resultado é uma funcdo endotelial prejudicada, ligada a hipoxia
intermitente induzida pela AOS (19).

Alem disso, a hipdxia intermitente foi associada a regulagéo positiva do ligante de

morte celular programada-1 (PD-L1) através de vesiculas extracelulares liberadas por
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celulas hipdxicas de cancer de pulmdo (20). Esses estudos revelaram que os VES
derivados de células hipdxicas de cancer de pulméo conseguem alterar a expressdo de
PD-L1 em macréfagos, causando imunossupressdo. Isso indica que exista uma interacdo
entre a hipdxia intermitente e 0 microambiente imunoldgico, influenciando a progressao

do céncer (20).

Além das conexdes com cancer e disfuncdo endotelial, a hipoxia esta intimamente
ligada ao envelhecimento celular e a progressdo de doencas cardiovasculares. Estudos
destacam que a hipdxia intermitente observada na AOS pode induzir mudangas no
contetdo de exossomos circulantes, exacerbando a senescéncia das células endoteliais.
Esses exossomos, carregados com uma carga especifica, podem iniciar e agravar o

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

Por fim, a conexdo entre hipdxia, AOS e aterosclerose tem sido objeto de
investigacdo, principalmente em relagcdo ao papel dos exossomos na comunicagéo
intercelular. A hipdxia intermitente na AOS altera o perfil dos exossomos circulantes,
impactando a permeabilidade e fungdo das celulas endoteliais, contribuindo para o

desenvolvimento e progressao da aterosclerose (22).

Essas descobertas destacam a complexidade e amplitude dos efeitos da hipoxia em
diferentes condicGes patoldgicas, desde disfuncdes endoteliais até o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e cancer, enfatizando a importancia de investigar terapias

potenciais que visem mitigar esses efeitos nocivos da hipdxia intermitente.

2.2 Comunicacao intracelular e vesiculas extracelulares

A comunicacdo intracelular € um fendmeno complexo e fundamental para a
coordenacdo de processos fisiologicos e a resposta a estimulos ambientais. Um
componente significativo dessa comunicacdo ¢ mediado pelas VEs (23). Estas sdo uma
populacdo heterogénea de vesiculas de membrana geradas por diversos mecanismos,
compreendendo subpopulacdes distintas, notavelmente ectossomos e exossomos (14)

Figura 1. Os ectossomos, como oncosomas e microvesiculas, sdo gerados na membrana
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plasmética por brotamento externo, enquanto o0s exossomos sdo produzidos internamente
na célula, no interior da via endocitica, por brotamento interno da membrana
endossdmica, formando estruturas vesiculares muito pequenas contidas no lamen

endossomico (24,25).
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Figura 1: Estado da arte em biogénese e disseminacdo de EV no espaco extracelular. Fonte: Niel et al,
2021°.

A diferenciacdo precisa entre os subtipos de VEs é um desafio crucial. As
estratégias atuais de isolamento se concentram em caracteristicas como dimenséo,
concentracdo ou marcadores de superficie, porém ndo conseguem discernir com precisdo
a origem dos VEs, o que torna desafiador diferenciar exossomos e ectossomos (26).
Ambos frequentemente compartilham semelhancas em sua composicdo e tamanho,
dificultando a identificacdo clara entre eles. Esta falta de distincdo levou a um uso mais
amplo do termo geral "vesiculas extracelulares"”, embora essa designacdo genérica, por

vezes, carece de especificidade (26).

Alem disso, a compreensdo da formacdo das VEs representa um campo em
constante desenvolvimento. A geracdo dessas subpopulac6es de vesiculas ainda apresenta
lacunas consideraveis. As etapas fundamentais, que incluem a formacdo de

microdominios na membrana carregados com conteudos especificos, seguidas pelo
15



brotamento e separacdo para criar as vesiculas, sdo reguladas por diversas maquinas
moleculares (27). Estas, como a maquinaria ESCRT, a via de sintese da tetraspanina e as
proteinas com dominio de arrestina, desempenham um papel crucial ao determinar a
inclusdo de conjuntos especificos de cargas nas VES. DesregulacBes nessas maquinas
podem interromper a formacéo de subpopulagdes distintas de VEs (27).

Embora muitos estudos tenham se concentrado nas cargas de membrana presentes
na superficie das VEs, as informagBes no limen dessas estruturas também s&o
fundamentais. A presenca de material genético, como RNA mensageiro (mRNA) e
microRNAs (miRNA), no limen das VEs, e seu processo de sele¢do para inclusdo, ainda
sdo topicos emergentes (28). O reconhecimento de sequéncias especificas no material
genético por proteinas de ligacdo a RNA parece ser um dos mecanismos envolvidos, mas
a discriminacdo entre acidos nucleicos contidos dentro ou associados as VES € um

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

Em adicdo aos ectossomos e exossomos, outras subpopulacbes de VEs foram
recentemente descritas, incluindo migrassomos, autofagossomos secretorios e exdferos,
ampliando o repertorio de vesiculas extracelulares (14). A identificacdo dessas vias de
biogénese tem potencial para fornecer meios adicionais de discriminacdo entre 0s
diferentes subtipos de VEs, abrindo portas para uma nomenclatura mais definida e uma

melhor compreenséo da biologia das VEs.

16



3. Objetivo Geral
Elucidar o mecanismo de acdo entre hipdxia intermitente, na sindrome da apneia
obstrutiva do sono (SAOS), bem como sua relagdo com o desenvolvimento e progresséo

do céancer.

3.1 Objetivos Especificos

Investigar os mecanismos moleculares que interligam a hipdxia intermitente da SAQOS, e
0 desenvolvimento do céncer, com o proposito de identificar novas abordagens para

diagnostico e terapia.

Avaliar o potencial do estudo de RNAs ndo codificadores em vesiculas extracelulares,
como potenciais biomarcadores, para o diagnostico precoce e tratamento mais eficaz da
SAOS.

Realizar a extracéo das vesiculas extracelulares (VES) de ouri¢cos-do-mar (Paracentrotus

lividus) e analisar seu potencial terapéutico relacionado com a hipoxia.

Analisar vesiculas extracelulares (VES) e microRNAs (miRNAs) em modelos animais

submetidos a condicdes de hipdxia para compreender seu papel na progressao do cancér.

17



4. Material e métodos

A parte experimental do projeto foi desenvolvida no Consiglio Nazionale delle
Ricerche na cidade de Palermo — Italia, no Instituto de Farmacologia Translacional. Os
procedimentos foram realizados no estabulério de ouri¢os — do — mar e no laboratério de
biologia e imunologia molecular. O desenvolvimento desta parte do projeto foi

supervisionado pelo professor Dr. Giuseppe Insalaco.

4.1 Estabuléario de ouricos-do-mar

Os ourigos-do-mar (Paracentrotus lividus) eram mantidos em aquarios com
temperatura da agua, pH, salinidade e nitrito controlados. Por serem animais sensiveis a
alteraces ambientais, 0 ambiente passava por um rigoroso controle diario com o objetivo

de certificar que todos os parametros estavam dentro da normalidade.

Figura 2 — Estabulario de ourigos-do-mar do departamento de Farmacologia Translacional do Consiglio
Nazionale delle Ricerche de Palermo. Fonte: Afonso, 2024.

De inicio, era feita a medicdo da salinidade de cada aquario utilizando um

Seawater Refractometer HI 96822, seguido do teste de nitrito. A densidade ideal da

18



agua era de 1028 kg/m3. Quando a densidade estava muito alta, era necessario adicionar
agua deionizada, quando estava baixa, era adicionado &gua com cloreto de sodio.

Para o teste de nitrito, utilizava-se um kit Sera Test NO,, no qual foram gotejadas
cinco gotas de dois reagentes em 5 mL de &gua de cada aquario. Caso a dgua adquirisse
uma coloracdo amarelada, era necessario adicionar 5 microlitros da cultura bacteriana

desnitrificante BLQ23 para o tratamento da &gua, caso se mantesse limpida, era um

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

Figura 3 — Teste de quantificacdo de Nitrito utilizando o Kit Sera Test NO,. Fonte: Afonso, 2024.

4.2 Cultura de células de Paracentrotus lividus

Para a coleta do celoma do ourico-do-mar, o individuo era posicionado em um
recipiente com agua, facilitando o manuseio e a extracdo. A agulha era inserida na boca
do ourico, e entdo realizava-se a coleta de 3 mL de celoma, que era imediatamente
transferido para um tubo contendo anticoagulante, mantendo sempre a proporcéo de 1:1.
Apos a coleta, as células eram inseridas em pocos 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
camaras de Neubauer para quantificacdo. Em seguida, as células foram centrifugadas a
3000 x g por 10 minutos, e o sobrenadante contendo as vesiculas extracelulares era

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

Para a extrag&o e purificagcdo de VEs foi utilizado o kit ExoQuick (System Biosciences,
SBI).

Materiais Necessarios

ExoQuick-TC (System Biosciences, SBI)

PBS estéril (sem Ca2* e Mg?")

Tubos de 50 mL e 1,5 mL estéreis

Centrifuga refrigerada

Pipetas e ponteiras estéreis

Agua livre de RNase (se for extrair RNA posteriormente)

4.4 Extracao de VEs

Primeiro foi feito a coleta de 50 ml do meio de cultura celular. Apoés isso, a
amostra foi centrifugada a 300 x g por 10 minutos a 4°C para remocao celular e submetida
a uma segunda centrifugacdo a 2000 x g por 20 min a 4°C para remover 0S COrpos
apoptoticos. Posteriormente foi utilizado um filtro de 0,22 um para remover impurezas
grandes.

Para a precipitacdo das vesiculas, 5 ml do meio condicionado foi transferido para
um tubo estéril e foi adicionado 1 ml do ExoQuic —TC. Apos isso, a solucdo foi misturada
gentilmente e incubada por um periodo de 24 horas a 4°C. Apoés o periodo de incubacéo,
a amostra foi centrifugada a 1500 x g por 30 min a 4°C, onde é possivel visualizar um
sobrenadante branco, que ap6s ser descartado cuidadosamente com a pipeta, foi
adicionado 500 uL de PBS e QIAzol para obtencdo do RNA.

4.5 Extracdo do RNA

Materiais utilizados
miRNeasy Micro Kit (Qiagen)
Etanol absoluto (96-100%)

Centrifuga refrigerada
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Tubos estéreis de 1,5 mL e 2 mL
Pipetas e ponteiras livres de RNase

Agua livre de Rnase

Para a extragdo de RNA proveniente de vesiculas extracelulares utilizando o
miRNeasy Micro Kit (Qiagen), inicia-se com a lise das vesiculas seguido de
homogeneizacdo. Primeiro, foi transferido 500 pL do eluato das vesiculas purificadas
(obtido pelo protocolo exoEasy) para um tubo de 1,5 mL onde foi adicionado 700 pL 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 a temperatura
ambiente para permitir a separacao das proteinas do RNA.

A etapa seguinte consiste na fase de separagdo, utilizando a extragdo com
fenol-cloroformio. Foi adicionado 140 pL de cloroformio a mistura, agitando devagar por
15 segundos e incubando-se por 3 minutos a temperatura ambiente. A amostra foi
trasferida para centrifugacdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C, resultando na separacéo
em trés fases: a fase aquosa superior (transparente), que contém o RNA; a fase
intermediaria (branca), rica em proteinas e DNA; e a fase organica inferior (rosa), que
contém lipidios. Aproximadamente 300 pL da fase aquosa foram transferidos para um
novo tubo sem misturar com as outras camadas.

Para a precipitacdo do RNA, foi adicionado 1,5 volume de etanol absoluto (~450
ML) a fase aquosa e mistura a solugdo. A amostra foi transferida para uma coluna RNeasy
MinElute acoplada a um tubo de coleta de 2 mL e centrifugada a 12.000 x g por 15
segundos a temperatura ambiente, descartando-se o fluxo ap06s o procedimento.

Para a fase de lavagem, foi adicionado 700 pL de Buffer RWT a coluna, submetido
a centrifugacdo a 12.000 x g por 15 segundos e descarte do fluxo através do recipiente.
Em seguida, foi adicionado 500 pL de Buffer RPE, realizou-se outra centrifugacéo e o
fluxo novamente foi descartado. Por fim, adicionou-se 500 pL de etanol 80%,
centrifugando a 12.000 x 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 eluicdo do RNA, foi pipetado 14 pL de &gua livre de RNase
diretamente no centro da membrana da coluna, incubou por 1 minuto a temperatura

ambiente e centrifugar a 12.000 x g por 1 minuto para coletar o RNA purificado.
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Apos o procedimento de extragdo, o RNA foi quantificado através de um leitor de

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

na proxima etapa do projeto.

: __|
Figura 4 - miRNeasy Micro Kit (Qiagen) utilizado para extracdo de RNA provenientes de VEs. Fonte:
Afonso, 2024

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

extraido das Evs. Fonte: Afonso, 2024.
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5. Resultados e discusséo
5.1 Extracéo de Vesiculas Extracelulares

As células de P. lividius foram coletadas, cultivadas e utilizadas para a extragao
das VEs e do seu RNA ndo codificante. O objetivo da extracdo das VEs, € utiliza-las
como um possivel tratamento para células cultivadas em condi¢des hipdxicas ou células
que expressam a proteina HIF, que regula a resposta e o desenvolvimento celular nessas
condi¢des. Essa hipotese 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 oxidacdo celular e homeostase do sistema imunolégico, proporcionando
uma adaptacéo a vida em ambientes com baixos ph e condic¢des hipoxicas (29,30).

A metodologia de extracdo de VEs utilizada neste trabalho foi a de precipitacéo
polimérica, que utiliza polimeros hidrofilicos para gerar agregacdo das VES que serdo
separadas por centrifugacdo posteriormente (31). Esse método possui algumas vantagens,
por se tratar de um procedimento simples, relativamente barato, rapido, pode ser utilizado
para a obtencdo de VEs de amostras com grandes volumes e possui uma boa
aplicabilidade em estudos clinicos (31).

Por outro lado, apresenta algumas limitacdes quando comparado com métodos
que serdo discutidos daqui em diante. A baixa especificidade devido a presenca de
proteinas e lipoproteinas podem comprometer a pureza da amostra. Além disso, muitos
métodos de quantificacdo de VEs utilizam o indice de proteinas totais, a presenca de
contaminantes pode gerar uma quantificacdo pouco precisa. Devido a presenca de
contaminantes, € um metodo ndo 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 véarios métodos descritos na literatura para extracdo de VEs, como
ultrafiltracdo, captura por imunoafinidade, ultracentrifugacdo, centrifugacdo por
gradiente de densidade, precipitacdo baseada em polimeros e cromatografia de exclusédo
de tamanho (32). Ao trabalhar com essas moléculas deve ser observado a eficiéncia das
técnicas de isolamento de VESs e 0 seu rendimento. Esses parametros estdo relacionados
com varios fatores como grau de pureza, rendimento, viabilidade das vesiculas e

custo-beneficio.
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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 centrifugacdo de gradiente de
densidade. O primeiro, consegue extrair vesiculas 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 extracdo com alta pureza, também é capaz de
separar contaminantes como proteinas e lipoproteinas, entretanto, exige um tempo maior
e equipamentos especializados (34,35).

No que se refere ao rendimento, o0 método de ultracentrifugacdo é o padrdo ouro
nesse requisito, além de ndo comprometer tanto a pureza, possibilita o trabalho com
grandes quantidades de amostra (36). Uma desvantagem, é que devido ao alto nimero de
rotagdes por minuto, as vesiculas podem se agregar e sofrem danos que inviabilizam sua
utilizacdo (36,37). A técnica de precipitacdo baseada em polimeros também apresenta um
alto rendimento, principalemte quando se utiliza fluidos bioldgicos, todavia, apresenta

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

Método Pureza Rendimento Custo Tempo Equipamento necessario
Precipitagéo polimérica Média Alto Baixo Réapido Nenhum especializado
Ultracentrifugacéo Alta Médio Alto Demorado Ultracentrifuga
Cromatografia de exclusdo por tamanho Alta Médio Médio Médio Colunas cromatograficas
Ultrafiltrac&@o Média Médio Médio Réapido Filtros de membrana

Tabela 1 — Comparacéo entre métodos de extragdo de vesiculas extracelulares.

5.2 Extracdo de RNA e implica¢cdes dos miRNAs na AOS e cancér

Em relacdo a extracdo do RNA, esse componente pode ser utilizado para testar
diferentes MiRNAs e circRNAs com intuito de identificar sua presenca e compreender 0s
impactos relacionados a funcao fisiologica, e também, uma possivel inibicdo de células
hipdxicas ou cancerigenas. A extracdo de microRNAs é de grande importancia para
estudos que envolvem hipodxia e cancer, devido a capacidade que esses componentes tém

de regular a resposta celular em diversas situag@es (39,40). Analises
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de miRNAs foram realizadas para observar sua participacdo na regulacéo de processos
patoldgicos como a AOS.

No contexto da AOS, alguns estudos mostram que 0s exossomos circulantes de
pacientes portadores da condicdo estdo diretamente relacionados com a indugdo de
senescencia em células endoteliais humanas (41,42). Esse efeito ocorre devido a maior
expressdo do gene p16 (CDKN2A), enquanto houve uma reducgdo na expressao dos genes
SIRT1 e SIRTG6. Essas alteracGes, além de estarem diretamente relacionadas coma AOS,
também sofrem influéncias do impacto dos miRNAS na expressdo desses genes
(42). Esses achados indicam que tanto a hipéxia 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 doencas cardiovasculares.

Além desses efeitos, existe uma associacdo entre a gravidade da AOS e a
incidéncia do cancer, entretanto deve ser considerado como um fator secundario, quando
comparado com fatores como idade, IMC e tabagismo (43). No entanto, como a AOS
crénica promove inflamacéo sistémica, € possivel que funcione como um fator de risco
indireto criando um ambiente favoravel ao crescimento tumoral (43). Um fator ainda
pouco investigado por esses estudos que relacionam AQOS e cancer € como a transicéo
epitelial mesenquimal (EMT), € afetada sob os efeitos desseas condicdes patoldgicas (44).
Estudos indicam que a EMT exerce um papel fundamental na remodelacdo da matriz
extracelular e na formacdo de nichos pré-metastaticos, o que permite que as células
tumorais entrem na circulacdo potencializando as chances de causarem metastases (44).

No contexto dos exossomos derivados de tumores (TEXSs), além de atuarem na
inducdo da EMT em outras celulas tumorais, sdo capazes induzir a diferenciacdo de
celulas tronco em fibroblastos associados ao cancer, (CAFs) (45). Esses CAFS, também
liberam exossomos capazes de ativar vias de sinalizagdes promovendo migracéo celular
e a progressao tumoral. Além disso, microRNAS oncogénicos contidos nos exossomos
também regulam a EMT. Um exemplo é o miR-23a, que regula a expressdo de
E-caderina em cancer de pulméo (46,47).

Diante dessas evidéncias, & importante que estudos futuros que envolvam a OSA
e o cancer aprofundem a investigacdo da funcédo dos exossomos e dos miRNAS pois ainda
é uma lacuna significativa na pesquisa. Muitos estudos ja evidenciam como essas

estruturas estdo fortemente relacionadas com a modulagcdo do microambiente tumoral e
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metastases, além de estarem envolvidos com processos importantes como a angiogénese
em tumores. Com isso, compreender melhor esses mecanismos podem oferecer insights
importantes para o entendimento da fisiopatologia da doenca e também para o

desenvolvimento de novas terapias.
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Artigo 1

Vesiculas extracelulares induzidas por hipoxia e RNAs ndo codificantes no
cancer: uma revisao sistematica da dinamica tumoral e implicacfes

terapéuticas em modelos animais pré-clinicos

Afonso JPRY?: Oliveira LVVF?; Cammarata G, Pinsino A., Insalaco G*;Taverna S*;

1 Instituto de Farmacologia Translacional (IFT), Conselho Nacional de Pesquisa (CNR), 90146
Palermo, Italia.

2 Universidade Evangélica de Goias - UniEvangélica, Programa de P6s-Graduagdo em
Movimento Humano e Reabilitagdo. Anapolis, Brasil.

Resumo

O cancer é uma patologia heterogénea e dentre os fatores causais podemos destacar expressdes génicas que
podem influenciar seu desenvolvimento. Técnicas moleculares que utilizam vesiculas extracelulares (VESs)
e RNAs ndo codificantes (Noncode RNA) se mostram de grande valia para a compreensdo da progressdo
tumoral, seu diagndstico precoce e até mesmo possiveis terapias. Esta revisao sistematica 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 hipdxia celular em diferentes tipos de
cancer, exclusivamente em modelos animais, destacando o papel regulador dos miRNAs e circRNASs no
desenvolvimento tumoral. Foi realizada uma revisdo bibliografica nas bases de dados PubMed/Medline e
Scopus sem limitagBes de ano. A busca inicial encontrou 171 artigos. Apds serem analisados conforme os
critérios de inclusdo e exclusdo, restaram 25 estudos para compor a revisdo. A analise dos dados mostra
que os modelos animais fornecem insights detalhados sobre diferentes tipos de canceres submetidos a
condigBes hipoxicas. Além disso, os resultados sugerem que, em alguns tipos de cancer, a liberacdo de EVs
pode facilitar a progressdo do tumor e a metastase. Por outro lado, a manipulacdo da expressao do ncRNA
causa mudancas significativas na resposta do tumor, o que sugere uma resposta terapéutica. Esta pesquisa
mostra que o uso de modelos animais é essencial para explorar os mecanismos moleculares do cancer e
estabelecer novas abordagens terapéuticas.

Palavras-chave: Hipdxia; Modelos animais; Vesiculas extracelulares; RNAs ndo codificantes; Progressédo
tumoral

1. Introducao

O céancer € uma condicdo patoldgica heterogénea decorrente de varios fatores,
incluindo expressdo génica desregulada e alteragdes no microambiente tumoral.!

Pesquisas mostram que cerca de 3% das sequéncias codificadoras do DNA humano sdo
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traduzidas em moléculas de proteina, mas mais de dois tergos, 75%, sdo transcritas em
RNAs ndo codificadores (ncRNAs).2 Os ncRNAs foram estudados extensivamente ao
longo dos anos, a maioria dos quais inclui microécidos ribonucleicos, microRNA
(miRNAs), RNAs longos ndo codificadores (INcRNAs), RNAs circulares (cCircRNAS) e
RNAs interativos com Piwi (piRNA), todos com fungdes distintas, predominantemente

na regulacdo da expressdo génica.®>

Fundamentalmente, com tecnologia de alto rendimento e alta precisdo, como
sequenciamento de genoma e bioinformatica, a compreensdo do cancer e seu processo
biologico de desenvolvimento e tratamento melhorou muito.® Esses ncRNAs estdo
envolvidos em multiplas atividades celulares, incluindo degradacdo do RNA alvo,
inibicdo de fatores de transcrigéo e regulacdo de interacdes proteicas, contribuindo assim
para o desenvolvimento de muitos canceres.” Entre as muitas classes de ncRNAs, os
miRNAs ganharam relevancia critica na biologia do cancer devido a sua capacidade de
direcionar e inibir a expressao génica, 0 que pode auxiliar na progressao e regressdo do
cancer.8 Por outro lado, ncRNAs do cancer como IncRNAs e circRNAs sdo importantes
na carcinogénese porque podem regular a expressdo génica no nivel transcricional e
interacOes proteicas por meio de sua ligacdo ao DNA, RNA ou proteinas.* Portanto, os
ncRNAs sdo centrais para qualquer discussdo sobre mudancgas temporais na expressao
génica e podem servir como base para o desenvolvimento de regimes de tratamento para

neoplasias.®

A deficiéncia de oxigénio, ou hipdxia, também € uma caracteristica tipica da
grande maioria dos tumores sdlidos com uma prevaléncia aproximada de 90%.° O
microambiente hipoxico das células tumorais ativa fatores de transcricdo induziveis por
hipdxia (HIFs) que alteram a expresséo de centenas de genes e facilitam a reprogramacao
metabdlica da célula para condicdes de baixo oxigénio.'* Os HIFs sdo essenciais para a
reprogramacao transcricional celular, especialmente em processos como a angiogénese;
eles também promovem o crescimento do tumor e a resisténcia as terapias.'>*® Essas
alteracdes nas adaptacdes do tumor a esse ambiente deficiente em oxigénio se tornam um
obstaculo no tratamento de canceres, portanto, a necessidade de estudar HIFs na biologia

do cncer se torna uma questdo muito mais pertinente.®

Nesse contexto, as vesiculas extracelulares (EVs) surgiram como uma area

significativa de foco. Essas sdo uma classe de nanoparticulas derivadas de células que
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sdo liberadas das células e estdo envolvidas na comunicacao célula-célula, bem como em
muitas funcdes na sautde e na doenga, incluindo o cancer.'’*° Elas também podem alterar
0 microambiente das células-alvo por meio de moléculas bioativas, como ncRNAs,
miRNAs e circRNAs, que sdo de grande relevancia no diagnostico precoce e na vigilancia
do céncer.?’ Além da baixa toxicidade e biocompatibilidade, a capacidade dos EVs de se
acumularem em sitios patolégicos os torna candidatos ideais na pesquisa do cancer e no
desenvolvimento terapéutico.??> Para criar novas abordagens terapéuticas, é
fundamental examinar a associagdo de ncRNAs e a regulacdo génica nas condigdes de
hipoxia. Com ou sem inflamag&o, a inducdo de ncRNAs em tumores tem crescido
rapidamente, mostrando um quadro claro do tratamento baseado em ncRNAs de canceres

com e sem ambientes hipdxicos ndo tumorais.?>

Devido a heterogeneidade de fatores que levam ao desenvolvimento do céancer, €
necessario desenvolver modelos de estudo que demonstrem como esses Processos
funcionam. Embora os modelos in vitro oferecam insights valiosos para uma melhor
compreensdo da doenca, eles ainda apresentam limitaces que impedem a avaliacdo
precisa de seus efeitos no organismo. Portanto, modelos animais devem ser usados como
um método valioso para observar a dindmica dos fatores que levam ao desenvolvimento
de cénceres em organismos vivos, permitindo a reproducdo de interacdes celulares

complexas, validacdo de biomarcadores e alvos terapéuticos.

Portanto, o trabalho atual visa avaliar os efeitos da hipoxia celular em diferentes
tipos de cancer, exclusivamente em modelos animais, enfatizando o papel da regulagéo
de miRNAs e circRNAs no desenvolvimento tumoral e sua fungdo como um possivel
biomarcador e alvo terapéutico. A analise de modelos animais nos permite identificar
padrdes moleculares relacionados a expressao génica e insights que modelos in vitro nédo
sdo capazes de fornecer, confirmando a importancia deste estudo para uma melhor

compreensdo do cancer em condicdes hipdxicas por meio de pesquisa translacional.

2. Metodologia
Esta revisdo sistematica 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 interagdo entre
hipoxia, EVs e ncRNAs em diferentes tipos de cancer foram selecionados. Os estudos
compararam condicGes hipdxicas e normoxicas para explorar o papel dos ncRNAs na
progressdo do tumor e respostas celulares ao estresse hipoxico. Artigos de revisdo,
estudos in vitro que ndo envolvem testes em animais, relatos de casos, séries de casos,

opinides e resumos foram excluidos.

2.2. Informagcdes de Pesquisa

Uma busca eletronica de literatura foi conduzida no PubMed/Medline e Scopus
sem limitagcbes no ano de publicagdo em setembro de 2024. Além disso, uma busca
manual das referéncias de estudos e especialistas foi conduzida para localizar quaisquer

publicac6es ndo identificadas eletronicamente.

2.3. Estratégias de busca

As seguintes palavras-chave e suas combinacdes foram usadas:
1 - "Hipoxia" OU Deficiéncias de Oxigénio OU Deficiéncia de Oxigénio OU
Anoxemia) E ("Neoplasias” OU Tumores OU Neoplasia OU Neoplasias OU Neoplasia
OU Tumor OU Céancer OU Canceres 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 Intronico Circular OU ciRNA)
2 - "Neoplasias” OU Tumores OU Neoplasia OU Neoplasias OU Neoplasia OU Tumor
OU Caéncer OU Canceres OU Neoplasia Maligna OU Malignidade OU Malignidades
OU Neoplasias Malignas OU Neoplasias Benignas OU Neoplasia Benigna) E
("Hipoxia" OU Deficiéncias de Oxigénio OU Deficiéncia de Oxigénio OU Anoxemia))
E ("Vesiculas Extracelulares” OU Vesicula extracelular OU Exovesicula OU
Exovesicula OU Corpos apoptoticos OU Corpo apoptético)) E ("MicroRNAs" OU
Micro RNA OU MicroRNA OU miRNA OU miRNAs OU RNA temporal pequeno OU
stRNA OU MicroRNA primario OU pri-miRNA OU pri miRNA OU miRNA primario
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 intrénico
circular OU ciRNA)
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2.4. Selecdo de estudos

Os pesquisadores realizaram a selecéo de estudos em um processo de duas etapas.
Na fase um, JPRA e LVFO, dois autores avaliaram independentemente os titulos e
resumos para procurar estudos que atendessem aos critérios de elegibilidade. Os
pesquisadores incluiram estudos que atendessem aos critérios de inclusdo e aderiram a
diretrizes rigidas na revisdo posterior. Na segunda fase, 0s mesmos autores verificaram
independentemente os textos completos dos estudos selecionados para confirmar sua
inclusdo. Um terceiro autor (TS) resolveu as divergéncias quando 0s revisores iniciais
ndo conseguiram chegar a um acordo, mas somente ap6s terem discutido as questdes

conforme necessario.

2.5. Extracdo de dados

O mesmo processo independente de dupla reviséo foi utilizado para reunir todos
os dados relevantes e facilitar as comparagdes subsequentes. Quaisquer divergéncias
encontradas durante esta fase foram abordadas por meio de discussdo e, quando

necessario, um consenso final foi alcancado com a assisténcia de um terceiro autor.

O mesmo processo independente de dupla revisao foi utilizado para coletar todos
os dados relevantes e facilitar as comparagbes subsequentes. Apenas estudos
experimentais foram incluidos, com foco especifico 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 discussao e, quando necessario, um consenso final foi alcancado
com a assisténcia de um terceiro revisor. Caracteristicas descritivas de todos os estudos
incluidos na analise foram extraidas, cobrindo detalhes como nomes dos autores, ano de
publicacdo, tipo de modelo (in vivo) e especificidades dos modelos in vivo (incluindo
espécies animais). Além disso, o tipo de cancer investigado, descricdes de condicdes
hipdxicas (como concentracdo de oxigénio, duracdo e método de inducdo), o papel dos
EVs (incluindo tipos estudados e seu papel no cancer sob hipdxia), ncRNAs investigados
(por exemplo, miRNAs, circRNAS) e sua regulacdo sob condi¢des hipoxicas, bem como
resultados-chave relacionados ao impacto da hipoxia na progressdo do cancer,
implicagdes terapéuticas e aplicagdes diagnosticas foram observados. Nos casos em

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

ausentes.

2.6. Risco de viés em estudos individuais

Para analisar o risco de viés em cada artigo incluido nesta revisdo, a ferramenta
de risco de viés SYRCLE (Systematic Review Centre for Laboratory Animal
Experimentation)?® foi usada para avaliar o viés potencial em estudos com animais. Esta
ferramenta é especificamente recomendada para avaliar o viés em ensaios randomizados,
conforme incluido nas Cochrane Reviews, mas foi adaptada para abordar formas

particulares de viés exclusivas de estudos de intervengdo animal.

3. Resultados

No curso da exploracdo dos bancos de dados Pubmed e Scopus, os autores
identificaram um total de 171 publicagdes. Em uma fase de triagem secundaria, onde
apenas titulos e resumos foram analisados, 54 estudos foram omitidos porque eram
artigos ndo experimentais, revisoes, relatos de caso, editoriais ou cartas. No total, 117
estudos foram considerados elegiveis para analise de texto completo, dos quais 92 foram
eliminados dos critérios de incluséo e exclusdo pré-descritos, levando a 25 estudos sendo
finalmente adotados para esta pesquisa. Um diagrama de fluxo ilustrando a selecdo de
estudos e os resultados da busca bibliografica de acordo com o PRISMA esta disponivel

na Figura 1.
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Figura 6. Diagrama de fluxo da revisdo sistematica 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 a
falta de alocacdo aleatdria de animais para diferentes grupos e a falta de cegamento dos
investigadores de resultados. Além disso, outros detalhes, como a forma como a questéo
dos dados ausentes foi tratada e outros vieses, ndo foram adequadamente abordados nos

estudos avaliados.
3.2 Caracteristicas dos estudos

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

sobre cancer de mama, 4 sobre cancer colorretal, 4 sobre cancer de pulmao, 4 sobre
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carcinoma hepatocelular, 3 sobre cancer de pancreas, 2 sobre cancer de ovario e 1 sobre
carcinoma espinocelular de esdfago, osteossarcoma, cancer de bexiga e glioma. Todos
os estudos exploraram varios tipos de ncRNAs. Oito artigos se concentraram
exclusivamente em circRNA, enquanto 17 artigos avaliaram mais de um tipo de ncRNA,
que incluia circRNA e miRNA. Todos os estudos utilizaram modelos de hipoxia de
tratamento celular e incluiram diferentes modelos animais para explorar, entender e
experimentar os mecanismos moleculares dos ncRNAs relativos ao crescimento tumoral

e metastase.
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Tipo de cancer

RNAs néo codificantes

Condi¢8es de hipdxia

Desfechos

Céancer de mama (CM)

Céancer de mama (CM)

Cancer de mama (CM)

Céancer de mama (CM)

Cancer colorretal (CCR)

Cancer colorretal (CCR)

Cancer colorretal (CCR)

Cancer colorretal (CCR)

Cancer de pulméo (CNP)

Cancer de pulméo (CNP)

Cancer de pulméo (CNP)

Cancer de pulméo (CNP)

Hepatocarcinoma (CHC)

CircPFKFB4

circ_0001982, miR-1287-5p, MUC19

circDENND4C

circWSB1

CircRNA-133, miR-133a

miR-214, circEIF3K

Hsa_circ_0000826, mmu_circ_0000807

CircINSIG1

circ_0000376, miR-1182

circ_0007386, CIRBP, YAP1, EIF4A3

circPLEKHM1

circ-0001875

circPRDM4

1% O,

Camara de hipéxia com 1% O,

Camara de hipéxia com 1% O,

1% de O, em incubadora de tri-gas

1% de O, em culturas de células

94% N», 5% CO,, 1% O,

Camara de hipéxia com 1% O,; 10% de O,

1% O, e 100 uM CoCI2

1% O3, 5% CO, e 94% N,

37°C em camara hipoxémica com 1% O, e 5% CO,

Incubagéo a 37 °C sob 1% O,

1% O, em camara hipoxémica

1% O,

Crescimento tumoral

Crescimento tumoral, metastase e glicélise

Inibicdo do crescimento e metéastase tumoral

Crescimento tumoral

Crescimento e metastase tumoral

Aumento do volume e peso do tumor

Crescimento e metastase tumoral

Crescimento e metastase tumoral

Crescimento tumoral

Crescimento tumoral

Crescimento e metastase tumoral

Crescimento e metastase tumoral

Crescimento tumoral e controle imune




Hepatocarcinoma (CHC)

Hepatocarcinoma (CHC)
Hepatocarcinoma (CHC)
Cancer gastrico (CG)
Cancer gastrico (CG)
Cancer pancreatico (CP)
Cancer pancreéatico (CP)
Cancer pancreatico (CP)
Carcinoma de células
escamosas do esbdfago
(CCEE)

Cancer de bexiga

Osteossarcoma (OS)

Glioma

Tabela 2 — Principais informagdes dos artigos incluidos na reviséo.

circ_0008450, miR-431

circMAT2B, miR-338-3p

miR-532-3p, circ-LNPEP

circCéorf132, miR-873-5p

circSLAMF6, miR-204-5p

circPDK1, miR-628-3p

circZNF91, miR-23b-3p

CircATG7, miR-766-5p

circ-ZNF609, miR-150-5p

circeELP3

circCYP51A1, miR-490-3p

Circ101491, miR-125b-5p

94% N, 5% CO,, 1% O, por 48 horas

Incubagdo em camara hipoxémica com 1% O,
1% O,, 5% CO,, 94% N,

1% O,
1% 0 2por0,3,6,12,24e48h
1% O, por 48 horas
% 02,5% CO2e 94% N 2a37°C
1% O, por varios periodos (0, 3, 6, 12, 24 e 48 h)
5% CO, com 0,5% O,
Cultivo sob 1% O,

1% O,, 5% CO, e 94% N, para intervalos de 0 a 48 horas

1% O, (hipdxia) e 20% O, (normoxia)

Crescimento tumoral

Crescimento e metastase tumoral
Crescimento e metastase tumoral

Crescimento tumoral e inibic&o tumoral
Crescimento tumoral
Crescimento e metastase tumoral
Sensibilidade a gencitabina em xenotransplantes.
Crescimento e metastase tumoral
Crescimento e metastase tumoral
Crescimento tumoral

Crescimento tumoral

Crescimento e metastase tumoral




4. Discussao

4.1 Modelos animais em hipoxia e pesquisa sobre cancer

Os estudos nesta revisdo descrevem diferentes técnicas para simular condigdes
hipdxicas, que podem ser aplicadas a estudos in vitro ou in vivo. In vitro, os pesquisadores
geralmente cultivam células em uma incubadora de CO, sob condi¢es hipoxicas
controladas, com concentragdes de oxigénio variando de 0,5% a 5%, para replicar as
condi¢cdes de baixo oxigénio do microambiente tumoral. A duracdo da exposicdo a
hipoxia varia dependendo do experimento, permitindo o estudo dos efeitos agudos e

crénicos de baixos niveis de oxigénio.***’

A hipoxia também pode ser induzida diretamente em modelo animal. Por exemplo,
células hipoxicas preparadas em experimentos in vitro e suspensas em solucdes salinas
ou em Matrigel, que sdo entdo injetadas em animais para criar xenoenxertos tumorais.
Alternativamente, elas criam condi¢fes hipoxicas em um animal privando o organismo
de oxigénio por pingamento vascular localizado ou reducdo sistémica dos niveis de
oxigénio por meio do uso de camaras hipobéaricas ou intervencBes respiratorias

especificas®.

Espera-se que esses modelos repliquem as interacdes dinamicas e complexas das
células tumorais com seu ambiente privado de oxigénio, oferecendo, portanto, insights

sobre a progressdo do tumor e as respostas terapéuticas.

No modelo de metastase, a veia caudal ¢ uma escolha pratica para injecdo de células
tumorais, pois fornece acesso facil em camundongos e ratos, permitindo administracéo

precisa e repetitiva. 313337384147 Essa abordagem imita de perto o processo

37



metastatico natural; apos entrar na circulacéo sistémica, as células tumorais seguem um
caminho semelhante ao das células metastaticas em humanos, viajando pela corrente

sanguinea para colonizar 6rgaos distantes.

O modelo de xenotransplante, no qual o tecido tumoral humano é implantado
diretamente no animal, oferece vantagens significativas para o estudo do cancer.3* No
entanto, ele permite uma replicagdo mais precisa do tumor original, preservando a
arquitetura celular e o microambiente tumoral, incluindo componentes tumorais
importantes, como células estromais, vasos sanguineos e matriz extracelular. Este modelo
espelha melhor as caracteristicas tumorais dos pacientes. Além disso, o xenotransplante
permite o estudo da progressdo tumoral e da invasividade no organismo hospedeiro,
demonstrando aspectos importantes da evolugdo do tumor e da interagcdo com o sistema

imunologico.

Os modelos de xenotransplante de cancer sdo uma excelente opcdo para testar a
resposta a terapias personalizadas, incluindo terapias direcionadas e imunoterapias. Esses
modelos permitem uma avaliagdo mais precisa da eficacia de varias abordagens
terapéuticas. Ao carregar as caracteristicas do cancer humano, os modelos de xenoenxerto
aumentam a relevancia translacional das descobertas para a clinica. Esses modelos sdo
valiosos para estudar metastases e interacfes tumor-hospedeiro, permitindo a avaliacdo

de processos metastaticos espontaneos.
4.2 Escolha do modelo animal para experimentacéo

Esta revisdo abrange apenas os estudos em que os modelos experimentais séo
camundongos. Tal predominancia indica os méritos do uso de modelos de camundongos
na pesquisa do céancer, principalmente por meio de linhagens consanguineas ou
geneticamente modificadas. Esses camundongos tém excelente uniformidade genética
pela qual a variabilidade experimental pode ser minimizada de modo que os resultados

sejam comprovados como consistentes e reprodutiveis.

Cepas especificas de camundongos, como camundongos nus BALB/c,
camundongos NOD-SCID e camundongos NCG, sdo candidatos ideais para estudos de

xenoenxerto porque sua imunodeficiéncia e outras caracteristicas do sistema
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imunolégico impedem a rejeicdo de células ou tecidos cancerigenos humanos

implantados.

Além disso, os camundongos podem facilmente ser submetidos a engenharia
genética para imitar o comportamento bioldgico dos canceres humanos, como
crescimento tumoral, metastase ou mesmo resposta ao tratamento, tornando-os altamente
suscetiveis a modelos de tumores humanos. Tais caracteristicas, com amplo acesso a
dados de base e facil praticidade com camundongos devido ao seu tamanho e baixa
manutencdo e custo, tornam os camundongos o0 modelo mais adequado e mais

frequentemente usado nos estudos desta reviséo.

Entre os estudos incluidos nesta revisao, 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 esta entre os modelos consanguineos mais amplamente usados em pesquisa

sobre céancer.

Os camundongos BALB/C ‘nude’ sao camundongos da linhagem BALB/C com
alteracdes genéticas resultando em auséncia de pelos e falta de células T, levando a um
sistema imunolégico comprometido. Eles sdo Uteis em estudos de cancer que envolvem

supressdo de células T para permitir o crescimento de tumores humanos sem rejeigdo. >

Os camundongos nus incluem varias variantes de imunocomprometidos com uma
mutacdo no gene Foxnl, que causa a auséncia de células T e a falta de pelos. Eles sao
amplamente usados em estudos de cancer, especialmente para transplante de tumores,

devido a sua capacidade de tolerar enxertos de tecidos heterdlogos.*?

Os camundongos NOD-SCID (Imunodeficiéncia Combinada Grave Diabética Nao
Obesa) tém deficiéncias nas células T e B, tornando-os ainda mais imunocomprometidos
do que os camundongos “nude”. Eles também tém deficiéncias nas células natural killer
(NK) e sdo mais suscetiveis a desenvolver diabetes espontaneo. Eles sdo ideais para
estudos que exigem um sistema imunologico praticamente ausente, permitindo enxertos
humanos mais complexos, como transplantes de medula 6ssea e estudos de resposta

imune.>®
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Os camundongos NCG (NOD-Prkdc scid IL2rg null) sdo derivados de camundongos
NOD-SCID, com uma delecdo adicional do receptor gama para interleucina-2 (IL2rg),
que também ndo 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 cancer metastatico e modelos de

doencas humanas.>?

Os camundongos BALB NU/NU séo semelhantes aos camundongos BALB/c nude. Eles
sdo imunodeficientes devido a falta de células T e tém caracteristicas genéticas
especificas da linhagem BALB/c. Eles sdo usados em experimentos de transplante de
tumores e em estudos que exigem a auséncia de uma resposta imune adaptativa para evitar

a rejeicdo do enxerto®,

4.3 Aplicabilidade e limitagfes de modelos animais

As camaras de hipoxia tém sido frequentemente adotadas para cultivar células
tumorais em uma baixa concentracao de oxigénio, 1% O,, para imitar a condic¢ao hipoxica
dos tumores solidos, o que facilita atividades bioldgicas cruciais, como angiogénese,
reprogramacao metabolica e mecanismos de resisténcia terapéutica. Esses modelos
animais ajudam a entender os efeitos na saude de estar em um ambiente de baixo
oxigénio, incluindo o caminho controlado por fatores de transcricdo induzidos pela
hipdxia, promovendo a formacgéo de tumores. Entretanto, a hipdxia pode se manifestar de
diferentes maneiras dentro do microambiente tumoral, exibindo padrbes distintos que

influenciam a progressao do cancer

Em relacdo aos diferentes tipos de hipdxia relacionados a progressdo do cancer,
destacam-se a hipoxia cronica e a intermitente, pois afetam o organismo de maneiras
distintas.®* A hipOxia cronica esta associada a rapida proliferacdo celular sem
vascularizacdo adequada, resultando em privacdo constante de oxigénio em regibes
dentro do tumor.>** Esse ambiente de baixo oxigénio favorece a ativagio de fatores
induziveis por hipdxia (HIFs), que regulam a transcricdo de genes responsaveis pela
adaptacdo e sobrevivéncia celular nessas condicfes.®**® Em contraste, a hipdxia
intermitente é caracterizada pela oscilagdo dos niveis de oxigénio devido a uma variagdo

no fluxo sanguineo resultante de anomalias estruturais dos vasos sanguineos
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tumorais.®®®’ Essas oscilagdes podem ocorrer em diferentes periodos de tempo,
promovendo caracteristicas tumorais mais agressivas, aumentando sua taxa de
crescimento, resisténcia a apoptose e maior capacidade metastatica.58 Devido a
complexidade dos diferentes tipos de hipdxia em cancer, modelos experimentais sdo

essenciais para estudar seus efeitos no nivel celular e molecular.

Além disso, os modelos experimentais sdo aprimorados pelas variacdes nos
tempos de exposicdo a hipdxia 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 condicdes
hipoxicas em niveis de 1% O, por periodos especificos de 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas,
permitindo uma avaliacdo precisa das mudancas causadas pela hipoxia ao longo do
tempo. Da mesma forma, He et al. (2012) analisaram a duracéo da hipoxia em 1% O, ao
longo de um periodo, reiterando a necessidade de considerar os efeitos da hipoxia curta e
prolongada em processos celulares, como divisdo, morte e atividade genética. O método
empregado neste trabalho é altamente eficaz para analisar a duracdo da hipoxia em

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

A investigacdo conduzida por Shi et al. (2020) é um esforco crucial para recriar
situacbes de hipoxia intermitente cronica em roedores privados de oxigénio, pois foi
realizada em uma caixa feita sob medida preenchida com 10% de O, e moldada
hiperbolicamente por 12 horas por dia durante 6 semanas consecutivas. Este protocolo
estendido investiga fatores como hipdxia crénica, que pode governar o crescimento do
tumor, especialmente reprogramacédo metabdlica, vasculatura e parametros imunologicos
e sisttmicos. No entanto, este modelo tem algumas desvantagens, como a impossibilidade
de recriar 0os microambientes dindmicos contendo diferentes graus de oxigénio
encontrados em crescimentos tumorais humanos e provaveis respostas imunologicas

incompativeis de camundongos e humanos.

Além disso, a investigacdo usando camundongos APC Min/+ (adenomatous
polyposis coli multiple intestinal neoplasia) como um modelo natural de patologia do
cancer revelou outra abordagem para avaliar a hipdxia. Esta mutacdo heterozigdtica
(Min/+) causa supressdo tumoral em camundongos, levando a formacgédo espontanea de

adenoma intestinal e servindo como um modelo bem administrado para cancer
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colorretal (CCR). Os camundongos foram colocados sob hipdxia intermitente (12 horas
por dia durante 6 semanas), 0 que imitou um microambiente tumoral em mudanca. Este
regime, com uma administracdo intravenosa de um vetor adenoviral visando o circRNA,
mmu_circ_0000807, permitiu estudar o impacto da hipdxia na proliferacdo de tumores

de cancer colorretal (CCR).

Os resultados indicaram que a hipdxia aumentou a incidéncia e a frequéncia do
tumor em camundongos, com a progressdo do tumor sendo observada na auséncia de
mmu_circ_0000807. Os tecidos tumorais e 0s biomarcadores séricos exibiram niveis
elevados de mmu_circ_0000807 em resposta a condi¢des hipoxicas, sugerindo seu uso
como um biomarcador sistémico ativo e alvo terapéutico. Esses testes em modelos
animais s@o benéficos, pois retratam condi¢cdes dinamicas e semelhantes as humanas no
microambiente tumoral, aumentando assim o conhecimento dos mecanismos controlados

pela hipoxia no CCR.

Apesar desses beneficios, os pesquisadores ainda podem melhorar certos aspectos
desses modelos. Continua dificil replicar os gradientes dinamicos heterogéneos de
oxigénio tipicos de tumores solidos humanos e aplicar esses resultados a arquitetura
genética e imunoldgica de pacientes heterogéneos. Modelos avancados que incorporam
estimulacdo de oxigénio com exploracdo mecanicista aprofundada podem ser
empregados em estudos futuros para identificar e caracterizar novos alvos terapéuticos

com importancia clinica transcendente.

4.4 Limites e desafios

As limitagdes desses métodos experimentais baseados em técnicas de cultura de células e
modelos animais sdo bem documentadas, e esses resultados ndo devem ser extrapolados

para a satde humana. Por exemplo:

1. Heterogeneidade do tumor: A estrutura geral e as propriedades do tumor sdo
determinadas pela diversidade de tipos de células e expressdo génica em cada tecido
especifico. Embora as culturas de células sejam clonais, os modelos animais sdo mais
complexos, mas ndo podem representar o0 espectro bioldégico completo dos tumores

humanos.
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2. Respostas imunoldgicas: O sistema imunolégico do camundongo é diferente do
humano, restringindo, portanto, a aplicabilidade dos resultados, principalmente em

relacdo a hipoxia e seus efeitos na modulacdo imunoldgica.

3. CondicBes de tempo: O comprometimento do sistema imunoldgico 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 tém exemplos que variam no tempo
para extensdo hipdxica e sua eficiéncia e eficacia; por outro lado, o protocolo Shi et al.
(2020) defende a exposicdo prolongada, mas em intervalos regulares. Embora Gtil na
criacdo de um modelo para hipdxia recorrente, essa intermiténcia pode simular apenas
parcialmente a hipdxia cronica, que varia em grau e duragdo, como Visto nas flutuacoes

dindmicas da maioria dos microambientes tumorais humanos.

4. Exposicdo de longo prazo e suas consequéncias: Usar uma exposicdo hipdxica
intermitente de 6 semanas em ratos fornece insights criticos sobre mudancas de longo
prazo. Essas mudancas sdo, por exemplo, na vascularizacdo do tumor, metabolismo
celular e comportamento invasivo. A limitacao desse modelo é que ele pode ignorar certos
fatores que sdo muito mais criticos em um ambiente clinico, como a presenca de

gradientes sonoros auditivos ou interacdes com terapias especificas.

5. Tipos de canceres estudados em condicdes hipdxicas

5.1 Influéncia da hipoxia no cancer

A hipdxia tem um efeito direto na progressdo do tumor em canceres de mama ao
modular a expressdo do circRNA. A expressdo do circPFKFB4 pode ser induzida por
HIFla, o que leva ainda mais ao aumento da progressao do cancer ao degradar p27. Pelo
processo de proliferacdo celular, isso prova que o circPFKFB4 regulado por hipoxia se
correlaciona com mau prognostico e funcionalidade significativa na progressdo da doenca
(Chen et al, 2022).

De acordo com Qiu et al. (2021), a reducdo 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, 0 aumento da expressdo dos circRNAs no microambiente
hipoxico sugere que circRNAs selecionados podem estar proliferando indutivamente o

crescimento de alvos moleculares especificos no microambiente.

A deplecdo de CircDENNDA4C reduziu consideravelmente o volume do tumor,
consequentemente elevando o0s niveis de miR-200b e miR-200c e regulando
negativamente a expressdo de HIF1A no tecido tumoral. O baixo nivel de HIF1A
observado resultante da reducéo de circDENNDA4C indica que este circRNA fornece
condicbes para a sobrevivéncia do tumor de mama em ambientes hipoxicos,

estabelecendo condicdes de baixo oxigénio ao redor do tumor.

Alem disso, essa interagdo no eixo HIF1A fornece evidéncias de que
circDENND4C pode ser um novo candidato para futuras intervencOes terapéuticas
antitumorais. A subexpressao de circWSB1 estimula o crescimento em tumores, enquanto
a supressdo de suas atividades reduz a progressdo do tumor e melhora a sobrevivéncia
dos animais. Essa descoberta esta de acordo com outras observacGes de circRNAs
especificos no desenvolvimento do cancer sob condigdes hipoxicas, nas quais 0s tumores

S80 mais agressivos.

A influéncia da regulacdo do circRNA induzida por hipdxia no carcinoma
colorretal foi percebida muito além do cancer de mama. Alguns aspectos do carcinoma
colorretal, como crescimento, expansdo e metastase do tumor, sdo manifestados devido a
regulacdo do circRNA sob condicdes hipdxicas. Descobertas posteriores de Yang et al.
(2020) e Shi et al. (2020) indicaram que alguns dos circRNAs induzidos por hipoxia
(hsa_circ-133, mmu_circ_0000807 e hsa_circ_0000826) estdo associados a maior
agressividade de tumores e progressdo metastatica. A ativacdo do eixo circ-
133/GEF-H1/RhoA, que causa diminuicdo da E-caderina, leva ao aumento de células

tumorais circulantes (CTCs), promovendo invasao e migracao.

Yang et al. (2021) mostraram que circEIF3K regula o eixo miR-214/PD-L1 para
aumentar a expressao e contribuir para uma forma mais agressiva de cancer colorretal
caracterizada por doenca em estdgio avancado e baixas taxas de sobrevivéncia. Os
transcritos de circRNA, sob apoptose, aumentam a evasdo imunoldgica enguanto

modulam algumas vias imunossupressoras, a saber, o eixo PD-L1.
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Mecanismos semelhantes sdo observados no cancer de pulmé&o, onde o papel do
circRNA na proliferacdo e metéstase de células tumorais sob condicbes de hipoxia.
CircRNAs sob condigdes hipoxicas regulam a progressdo do cancer de pulmao afetando
a proliferagdo e metéstase 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 observagdes indicam que a inibicdo de circRNAs selecionados
sob hipoxia pode ajudar a controlar a progressao do tumor do cancer de pulmao.

O circRNA hsa_circ_0007386 induz o crescimento do tumor e a proliferacéo
celular através do eixo hsa_miR-383-5p/CIRBP. YAP1-EIF4A3 regula
hsa_circ_0007386 sob circunstancias hipdxicas, fortalecendo assim sua agdo na
adaptacdo do tumor a condigdes hipoxicas.

Wang et al. demonstrou que o tratamento com hsa_circPLEKHM1-ASO reduz
significativamente a metastase até mesmo para 0s 0ssos em NSCLC (cancer de pulméo
de células ndo pequenas). O tratamento prolongou a sobrevida de camundongos com
destruicdo Ossea reduzida e polarizacdo de macrofagos modificada. Assim,
hsa_circPLEKHML1 foi colocado como um jogador importante na adaptacdo tumoral

induzida por hipoxia.

Para generalizar, hsa circ_0001875 geralmente aumenta o crescimento e a
metastase em adenocarcinomas de pulmdo, e podemos levantar a hipdtese de que a
regulacdo positiva desse fator pode, portanto, favorecer a proliferacdo e a metéastase,
enquanto uma regulacdo negativa pode ter o efeito oposto. Como hsa_circ_0001875 esta
envolvido no comportamento do tumor e na metastase em condicBes hipoxicas, esse

circRNA é proposto como um biomarcador candidato e alvo terapéutico.

Os mecanismos pelos quais a hipdxia impulsiona a expressdo do CircRNA
promovem o crescimento e a invasdo do tumor, a0 mesmo tempo em que obstruem a
depuracdo imunolégica no CHC. Conforme proposto por Chen e colegas (2023), o
circPRDM4 promove a progressdo do tumor e a evasdo imunologica por meio da inibicédo
da infiltracdo de células T CD8+ e por meio do aumento da expressdao de CD274 (PD-

L1), que por sua vez apoia a sobrevivéncia da célula tumoral.
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De acordo com Du et al. (2020), a regulagdo negativa de circ_0008450 seria
benéfica na medida em que as atividades anticancer de miR-431 e AKAP1 sdo
consideradas; portanto, isso implica que, de fato, alguns circRNAs podem atuar como
inibidores do crescimento tumoral por meio da hipoxia pela modulacdo de alguns

dominios de interacdo entre certos miRNAs com seus alvos.

A regulagdo negativa de circ-0008450 seria vantajosa para as atividades
anticancer 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 hipdxia

por meio da modulacdo de certas interacdes entre miRNAS e seus alvos.

Li et al. (2019) mostraram o envolvimento de circMAT2B na captacao de glicose,
crescimento tumoral e metastase, fornecendo regulacdo negativa do eixo miR-338-
3p/PKM2. A correlacdo direta dos niveis aumentados de circMAT2B com resultados
negativos do paciente apoia seu papel como um regulador metabolico chave da

progressao do tumor em hipdxia.

A partir da pesquisa de Ouyang et al., em 2021, a superexpressao de receptores de
androgeno atende aos requisitos para a inibicdo do crescimento do tumor, bem como da
metéastase; no entanto, a presenca de circ-LNPEP demonstrou combater isso por meio da
esponja de miR-532-3p, levando a regulacdo positiva de RAB9A, aumentando assim a
invasdo celular e a agressividade dos tumores no cancer de figado em condicdes

hipoxicas.

A mesma descoberta foi observada no cancer gastrico, pois a expressdo de
circRNA induzida por hipdxia promove a sobrevivéncia a longo prazo de um tumor. Chen
et al. (2021) relataram que o silenciamento de circC6orf132 em camundongos com cancer
gastrico resultou na diminuicdo do volume do tumor e na diminuicdo da atividade
glicolitica, incluindo a expressdao de GLUT1, HK2, lactato e captacdo de glicose. Os
marcadores de proliferacdo Ki-67 e PCNA foram regulados negativamente, enquanto
miR-873-5p foi regulado positivamente, sugerindo que circC6orf132 contribui para um

fendtipo pro-tumor por meio da regulacdo do metabolismo energético.

Cheng et al. (2021) observaram que a restauracdo da expresséo de circSLAMF6

em camundongos aumentou 0 volume e o peso do tumor, o que foi inversamente
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correlacionado com os niveis de expressdo de MYH9 e os niveis de miR-204-5p. Isso
mostra que circSLAMF6 induz o cancer gastrico a regular proteinas da MEC e miRNAs
sob hipdxia.

Ao mesmo tempo, a importancia da investigacdo de circRNA no cancer
pancreético, hipdxia, bem como no desenvolvimento do tumor e nas respostas ao
tratamento. Lin et al. (2022) sugerem que 0 aumento na expressdo de circPDK1 e hipdxia
estd associado ao crescimento do tumor e ao cancer preditivo. Exossomos hipdxicos
contendo circPDK1 promovem o peso e o tamanho do tumor; Entretanto, a regulacéo
negativa de circPDK1 (exossomos shl-circPDK1) diminui em metéastases e marcadores
de transigdo epitelial-mesenquimal (EMT).

Da mesma forma, He et al. (2022) descobriram que circATG7 regula o
crescimento tumoral, invaséo e autofagia no cancer pancreatico por meio dos mecanismos
miR-766-5p/ATG7 e HUR/ATGY7, destacando o papel dos circRNAs na adaptacdo do

tumor a condi¢des hipdxicas.

Os circRNAs também estdo implicados na adaptacdo tumoral no cancer de
esdfago, onde contribuem para a angiogénese e remodelacdo vascular. Mao et al. (2024)
relataram que circZNF609, codificado por um gene localizado no cromossomo 20, esta
contido em EVs, aumentando a angiogénese e induzindo toxicidade endotelial vascular.
Esta observacdo demonstra que 0s processos associados ao aumento do crescimento
tumoral e a formacéo de novos vasos sanguineos séo ativados pela influéncia da hipdxia
(Mao et al., 2024).

No cancer de bexiga, pesquisadores estabeleceram que o circELP3 aumenta a
resisténcia ao tratamento e promove a adaptacdo a hipoxia, demonstrando uma resposta
adaptativa totalmente desenvolvida ao baixo oxigénio no tumor (Su et al., 2019). No
osteossarcoma, pesquisadores relataram que a hipdxia afeta a expressdo do
circCYP51AL1, e seu silenciamento reduz as metastases pulmonares e o crescimento da

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

Finalmente, em gliomas, o circRNA101491 que geralmente é superexpresso

nesses tumores promove tanto o crescimento quanto a atividade metastatica, mostrando
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mais clareza no papel da hipoxia na modulacdo desproporcional de alguns circRNA

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

Essencialmente, a hipoxia desempenha um papel importante na regulacdo
mediada por circRNA em todos os tipos de cancer para auxiliar na adaptacéo do tumor,
evasao imunoldgica e resisténcia a terapia. Essas descobertas sugerem que 0s CircRNASs
podem ter o potencial de serem desenvolvidos para fins de biomarcadores e alvos
terapéuticos, dando origem a opg¢Oes interessantes para medicina de precisdo em
oncologia.

5.2 Papel dos VEs em condic¢des hipoxicas

Sob hipdxia, EVs mediam a comunicacgéo célula a célula dentro do microambiente
tumoral. Durante o avan¢o do cancer de mama, a hipdxia induz a geracéo e liberacdo de
EVs, que sdo particularmente enriquecidos com circRNAs ndo codificantes. EVs podem
ser concebidos como "nano-portadores” de RNAs ndo codificantes, incluindo os
circRNAs regulados por hipdxia acima mencionados que entregam circPFKFB4,
circDENND4C e circWSB1 para células-alvo, desencadeando sinalizacdo pro-

tumorigénica.

A estimulacgéo da secrec¢éo de eritropoietina no cancer de mama durante a hipdxia
via fator 1l1-alfa induzivel por hipoxia (HIFla) influencia profundamente o
empacotamento de circRNAs em EVs. Este mecanismo foi explicitamente abordado no
contexto do cancer de mama, destacando sua relevancia na adaptacdo hipoxica a tais
tumores. Tal mecanismo oferece adaptacdo do tumor a baixa oxigenacdo via evasao
linfatica, invasdo e evasdo imunoldgica. Mecanismos semelhantes em outros tipos de
cancer apoiam a ideia de um papel mais amplo dos EVs na adaptacdo hipoxica. Por
exemplo, EVs carregados com circDENND4C podem apoiar a sinalizacdo de HIF1o em
células receptoras para sua adaptacéo hipdxica, portanto, promovendo o crescimento do

tumor.

O mesmo acontece de outra forma: assim como os EVs desempenham um papel
na adaptacdo hipoxica do cancer de mama, eles também promovem a invasao de células
tumorais e a evasdo imunologica no cancer colorretal. Os circRNAs pré-metastaticos,
como hsa_circ-133 e circEIF3K, sdo abrangidos pelos EVs e servem na hipéxia como

mediadores criticos do desenvolvimento do cancer colorretal.

48



No estagio avangado do cancer colorretal, a baixa taxa de sobrevivéncia dos
pacientes é atribuida a um EV enriquecido com circEIF3K, indicando que eles podem ter
feito transferéncia de informagao genética favorecendo a evasdo imunoldgica. Isso ocorre
pela mediacdo da regulacdo do eixo miR-214/PD-L1, indicando que ele pode alterar o
microambiente tumoral para promover a progressdo do tumor e a resisténcia a

imunoterapia.

N&o apenas o cancer colorretal, mas também o céncer de pulmao exibiram
adaptacdo tumoral de forma mediada por EV sob microrganismos de hipdxia. Isso prova
que os EVs sdo conservados entre diferentes tipos de cancer na progressao do tumor. A
hipoxia também pode auxiliar na progressao do cancer de pulmao, com a possibilidade
de que os EVs mediardo a interagdo célula-microambiente tumoral. Por exemplo: ignorar
a regulacdo de hsa_circPLEKHML1 induz um efeito na polarizacdo do macrofago M2 e

enfatiza sua importancia na comunicacdo do microambiente tumoral.

Portanto, esses EVs com circRNAs atuam como mediadores de sinais primarios
entre células e componentes TME para impulsionar a progressao do tumor sob condicdes

adversas que ajudariam a facilitar a invasao e assisténcia do tumor.

Semelhante ao céncer de pulmdo, o carcinoma hepatocelular (HCC) também
depende de EVs sob hipoxia para sustentar a progressdo do tumor e a modulacao
microambiental. Em condicGes de baixo oxigénio, os EVs contribuem para a evolugéo do
HCC, especialmente em relacdo a disseminacdo do tumor e sua interacdo com o
microambiente circundante. Foi demonstrado que esses EVs carregam elementos
circRNA, como circMAT2B e circPRDM4, que facilitam a supressdo imunoldgica e
aumentam a captacao de glicose. Em particular, a exposicdo de células tumorais a EVs
que encapsulam circPRDM4 promove um aumento no ponto de verificacdo imunologico
PD-L1 em células tumorais, permitindo que a evasdo imunoldgica ocorra com mais

probabilidade.

Com base no papel dos EVs no CHC, seu envolvimento no cancer gastrico destaca
sua importancia nas adaptacdes metabdlicas e de sobrevivéncia induzidas por hipdxia.
Em praticamente todas as formas possiveis, as vesiculas extracelulares (EVs) com
circRNAs elevados agem de forma semelhante & mudanga do microambiente tumoral

para 0 de hipoxia. A hipoxia € comum na maioria dos tumores solidos,
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incluindo o céancer gastrico. Os EVs com circRNAs relacionados a hipoxia influenciam
as alteracOes do metabolismo energético e a sobrevivéncia para favorecer o crescimento
do tumor, com os componentes ativos sendo circC6orf132 e circSLAMF6. Os circRNAs,
com o auxilio de miRNAs e proteinas que eles controlam na célula, asseguram condicdes

para o crescimento e progressdo do tumor, mesmo em um ambiente pobre em oxigénio.

Foi bem documentado no cancer gastrico que os EVSs mediam importantes
adaptacdes hipdxicas no cancer pancreético, especialmente determinando mecanismos de
resisténcia a medicamentos. Os EVs desempenham um papel fundamental na evolucao
do tumor sob condi¢des de hipdxia, permitindo conversas cruzadas entre células tumorais
dentro do microambiente tumoral. Um exemplo disso é quando Zeng e colegas mostraram
que EVs hipoxicos contendo hsa_circ_ ZNF91 foram absorvidos por células de cancer
pancreatico resistentes a gemcitabina (2021). No entanto, esses EVs carregados com
mimetico siCircZNF91 ou miR-23b-3p — projetados para neutralizar a resisténcia
induzida pela hipdxia — demonstraram o efeito dualistico dos EVs em facilitar e superar

a resisténcia aos medicamentos.

Além disso, a capacidade dos EVs hipoxicos de alterar a expressdo do marcador
EMT implica um papel significativo na determinacdo da capacidade metastatica e da
plasticidade celular. Além dos principais tipos de cancer discutidos, os EVs também
mediam respostas hipoxicas em outras malignidades, reforcando seu papel universal na

adaptacédo do tumor.

No cenario de hipoxia, 0s EVs se tornam o principal modo de comunicacéo entre
as células tumorais e o0 estroma associado ao tumor. No carcinoma espinocelular
esofagico, por exemplo, diz-se que EVs portadores de circZNF609 promovem a invasdo
tumoral ao causar disfuncdo da barreira endotelial e promover a angiogénese (Mao et al.,
2024).

Da mesma forma, canceres 0sse0s como 0 osteossarcoma sdo agora reconhecidos
por empregar EVs ricos em circCYP51A1 em seus processos metastaticos, enfatizando
assim seu papel como transportadores de agentes pro-tumorigénicos (Yang et al.,
2022). Em gliomas, condic¢Ges hipoxicas permitem a comunicagdo intercelular via
circRNAs, incluindo circ101491, por meio de EVSs,
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aprimorando vias de malignidade e regulando negativamente miRNAs terapeuticamente
relevantes, como miR-125b-5p. O acumulo de circRNAs em EVs deve ser considerado
muito relevante para a progressdo da doenca, apoiando o0 crescimento do tumor e a
resisténcia ao tratamento (Zhang et al., 2023).

5.3 EVs e ncRNAs como biomarcadores

No cancer de mama, os circRNAs que foram analisados anteriormente podem se
tornar potenciais biomarcadores prognosticos e diagnésticos. A expressao e regulacdo de
circPFKFB4, circDENNDA4C e circWSB1 sob condi¢des hipdxicas indicam que eles
podem ser transportados em EVs e usados como marcadores ndo invasivos de tumores de
mama agressivos. Além disso, fica claro que a consideragdo de circRNA-HIF1a nos
estudos pode auxiliar na classificacdo dos tumores que apresentam uma resposta hipoxica

distinta, indicando assim sua possivel utilidade na previsdo do comportamento do tumor.

No cancer colorretal e hepatico, os circRNAs regulados por hipdxia também
foram estudados além do cancer de mama. Seus niveis no cancer de mama (Chen et al.,
2022), cancer colorretal (Yang et al., 2020) e cancer de figado (Li et al., 2019) revelam
que os CircRNAs regulados por hipdxia, em particular hsa-miR-1287-5p, mostram
expressdo diferencial com base na origem do tumor. Essa expressao diferencial ajuda a

entender os mecanismos de progressdo tumoral e resisténcia terapéutica.

Além disso, EVs carregando circRNAs e miRNAs sdo excelentes biomarcadores
para diagnostico e prognostico em cancer colorretal. Os achados desta revisdao indicam
que hsa_circEIF3K, hsa_circ-133 e mmu_circ_0000807, quando associados ao aumento
da invasividade e agressividade tumoral em condi¢@es hipoxicas, podem ser usados como
biomarcadores confidveis para diagndstico precoce de cancer e monitoramento de seu
desenvolvimento. Além disso, a expressdo desses cCircRNAs em exossomos circulantes
pode ajudar a desenvolver tratamentos personalizados, desde que seja possivel identificar
fatores importantes da doenca do paciente, como agressividade tumoral e risco de

metastase.

Para entender melhor a especificidade tecidual dos biomarcadores induzidos por

hipdxia, diferentes tipos de cancer devem ser observados, como cancer colorretal e
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cancer de pulmdo. Tal comparacéo pode elucidar como esses biomarcadores podem atuar
de maneira especifica ao tecido. Por exemplo, enquanto no cancer colorretal, a evasdo
imune esta associada a hsa_circEIF3K, outros tipos de cancer apresentam biomarcadores
especificos que sugerem a progressdo da proliferagdo celular ou angiogénese.

No céancer de pulmdo, circRNAs exossdmicos podem ser relevantes para o
progndstico e a previsdo de resultados. Por exemplo, a presenca e 0s niveis de
circ_0007386 e circ_0001875 em exossomos circulantes servem como biomarcadores
para agressividade tumoral e potencial metastase que facilitam o diagndstico precoce e a
avaliagdo da progressdo da doenca (Li et al., 2024; Wu et al., 2022). E importante ressaltar
que a deteccdo desses circRNAs nos fluidos corporais, particularmente no sangue,
fornece métodos bioinvasivos para monitorar a resposta ao tratamento da carga tumoral e

a progresséo do cancer em condigdes hipoxicas.

Alem disso, circRNAs especificos como circPLEKHM1 no céncer de pulméo
modulam a interacdo cruzada dentro do microambiente tumoral, diferentemente de suas
contrapartes comparativas em outros canceres, como o cancer retal (Wang et al., 2024).
Em concordancia, circRNAs circ_0001875 e circ_0007386 servem como marcadores de
metéstase e crescimento celular (Li et al., 2024; Wu et al., 2022). Esta avaliacdo
comparativa ressalta o papel relativo da hipdxia na iniciacdo ou ativacdo de diferentes
biomarcadores em diferentes canceres e enfatiza a possibilidade de personalizar
modalidades de tratamento e monitorar a progressdao da doenca de acordo com as

diferencas na expressdo circunstancial de circRNAs baseados em ambiente hipoxico.

Da mesma forma, no carcinoma hepatocelular (CHC), fatores determinados em
EVs circulantes incorporados em exossomos, incluindo circRNA, sdo marcadores
promissores para diagndstico e progndéstico. Por exemplo, circMAT2B se correlaciona
com metabolismo alterado e prognéstico tumoral, indicando invasdo tumoral em
pacientes com CHC em estagio avancado (Li et al., 2019). Da mesma forma, o fato de
quantidades excessivas de circPRDM4 serem encontradas em vesiculas pode sugerir que
0 hospedeiro esta em um estado imunoprivilegiado e, portanto, altamente exposto ao

cancer, pois o cistron esta envolvido no éxodo do sistema imunoldgico (Chen et al., 2023).

52



Quando esses biomarcadores sdo colocados contra outros canceres, é evidente que
os circRNAs em EVs visam principalmente respostas metabdlicas e imunologicas sob
hipoxia. Em contraste com outros tipos de cancer, que permitem que o circRNA estimule
0 crescimento celular e a metastase prevista, no CHC, também ha direcionamento de
processos metabolicos e supressdo de respostas imunoldgicas, que sdo importantes para
a capacidade do cancer de prosperar em baixos niveis de oxigénio. Esses resultados visam
dar suporte ao uso de circRNAs como identificadores raros de um tipo especifico de
cancer e seu microambiente, permitindo o desenvolvimento de terapias e diagndsticos

direcionados.

Além do HCC, no cancer gastrico, hd uma possibilidade notavel de usar circRNAs
isolados de EVs, por exemplo, circC6orfl32 e circSLAMFG, para fins diagnosticos e
prognosticos. Por exemplo, circC6orf132 pode sugerir avango do tumor, pois parece ser
responsavel pelo aumento do glicometabolismo e aumento da proliferacéo celular, o que
pode ser visto até mesmo nas regides hipoxicas de um tumor como uma adaptacao
metabolica e um potencial alvo terapéutico (Chen et al., 2021). Outro exemplo fornecido
é 0 de circSLAMF®6, pois sua atividade esta relacionada a motilidade e a proliferacdo das
células. Assim, tal mudanca pode sugerir tumores mais agressivos e sua possivel

disseminacgéo no cancer gastrico (Fang et al., 2021).

A analise de biomarcadores associados ao cancer no cancer gastrico exibe uma
diferenca em relacdo a outros tipos de malignidades, pois ha um envolvimento mais
profundo de circRNAs no desenvolvimento da adaptacéo hipdxica no cancer gastrico por
meio da modulagdo da glicolise e do aumento do crescimento celular. Esses cCircRNAs
sdo diferentes dos biomarcadores de outros canceres ao abordar topicamente a adaptacéo
metabolica para superar ambientes extremos, tornando-0s mais importantes no que diz

respeito a intervencdes terapéuticas destinadas a restringir o crescimento metastatico.

Além disso, de acordo com os artigos incluidos, circRNAs derivados de EVs
hipdxicos foram identificados como biomarcadores promissores para cancer de pancreas.
Alguns estudos exploraram que altos niveis de circPDK1 estdo associados a um
prognostico ruim do paciente, sugerindo seu alto potencial como um marcador

prognostico importante (Lin et al., 2022). Além disso, as evidéncias indicam que
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circZNF91 contribui significativamente para o aumento da resisténcia a gemcitabina,

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

Comparando o cancer pancreatico com outros canceres mediados por hipoxia, fica
claro que esses biomarcadores sdo altamente especificos para cada caso. No céancer
pancreético, mecanismos de resisténcia, como sensibilidade reduzida a gemcitabina,
surgem a medida que EVs hipoxicos promovem esses efeitos, conforme demonstrado por
Zeng et al., 2021. Por outro lado, no cancer colorretal, ha circRNAs como circEIF3K que
estdo mais associados a evasdo imunoldgica, enquanto no cancer de pulméo, circRNAs
como circPLEKHM1 previnem ativamente a metéstase e alteram o microambiente
tumoral. Essas variagBes destacam a natureza especifica do tecido dos circRNAs
responsivos a hipoxia e enfatizam a presenca de vérias vias regulatorias ativadas por

vesiculas.

Finalmente, EVs contendo circRNAs séo biomarcadores valiosos para pacientes
com varios tipos de cancer em estagios de progndstico e diagnostico. Em um exemplo
ilustrativo, os niveis de circZNF609 em EVs de pacientes com céncer de es6fago estdo
associados ao avanco do tumor, tornando-o um fator progndéstico potencial de desfecho
ruim (Mao et al., 2024). Da mesma forma, no cancer de bexiga, os pesquisadores previram
a resisténcia ao tratamento demonstrando a regulacéo positiva de circELP3 em condic6es
hipdxicas (Su et al., 2019).

Além disso, em osteossarcomas, espera-se que pacientes com EVs portadores de
circCYP51A1 tenham maior risco de desenvolver metéstase, enquanto para gliomas, a
expressdo de circ101491 em niveis elevados se correlaciona com agressividade e pior
prognostico (Yang et al., 2022; Zhang et al., 2023). Portanto, essas evidéncias fortalecem
0 possivel uso de circRNAs como meio para diagnésticos e alvos para medicina

personalizada contra hipoxia.

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 especificos e promissores

para diagndstico, monitoramento e prognostico de varias malignidades.
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Esses ncRNAs regulados por hipoxia estdo envolvidos na progressdo do tumor e na

resposta a medicamentos.

CircPFKFB4, circDENNDAC e circWSB1 sdo ncRNAs regulados por hipdxia no
cancer de mama, sendo significativamente associados a agressividade do tumor e ao mau
progndstico; portanto, sdo considerados 6timos candidatos para uso em biomarcadores
ndo invasivos do progresso da doenca (Chen et al., 2022).

No céncer colorretal, circRNAs como circEIF3K, circ-133 e mmu_circ_0000807
foram identificados como estando ligados a evasdo imunoldgica e a disseminacdo da
invasividade tumoral aumentada. Portanto, essas caracteristicas tornam 0s CircRNAs
indicadores altamente confidveis para diagnostico precoce e avaliacdo de risco de
metéastase (Yang et al., 2020).

Os circRNAs associados ao potencial metastatico do cancer de pulméo incluem
circPLEKHML, circ_0007386 e circ_0001875. No sangue, eles fornecem um meio menos
invasivo de monitorar a carga tumoral e a resposta ao tratamento em condigdes hipoxicas,

sendo encontrados em exossomos circulantes (Li et al., 2024; Wu et al., 2022).

CirRNAs metabdlicos circulantes, como circMAT2B e circPRDM4, foram
associados a alteracBes metabolicas e evasdo imunoldgica no carcinoma hepatocelular,
duas caracteristicas essenciais da evolucdo do tumor adaptadas a ambientes de baixo
oxigénio. Uma quantidade consideravel de circPRDM4 em EVs indica um sistema
imunologico suprimido, enquanto circMAT2B € um identificador para pacientes com
CHC avancado (Li et al., 2019; Chen et al., 2023).

No cancer gastrico, circRNAs, incluindo circC6orf132 e circSLAMF6, surgiram
como fatores que contribuem para o metabolismo das células tumorais em ambientes
hipdxicos. Enquanto isso, esses biomarcadores séo atividades proliferativas e atividades
de motilidade e, portanto, indicam tipos de tumores mais agressivos com potencial

metastatico mais significativo (Fang et al., 2021).

CircPDK1 e circZNF91 sdo circRNAs relatados como indicadores prognosticos

no cancer pancreatico. A expressdo aumentada de circPDK1 é menos favoravel em
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relacdo ao prognostico, e circZNF91 pode prever resisténcia & gemcitabina, um agente

de tratamento essencial no cancer de pancreas (Lin et al., 2022; Zeng et al., 2021).

No céncer de esdfago, niveis aumentados de circZNF609 em Evs da circulagdo
foram correlacionados com a progressao do tumor e tém um valor preditivo negativo.
Este circRNA pode ndo apenas prever o estdgio do céncer, mas também pode
desempenhar um papel no desenvolvimento de terapéuticas mais direcionadas e ser

menos invasivo no monitoramento da progressao da doenca (Mao et al., 2024).

A hipoxia regula a expressdo do circRNA circELP3 no céncer de bexiga, e a
hipdxia aumenta a expressdo de circELP3. O aumento de circELP3 foi identificado como
um fator importante na resisténcia a terapia e pode servir como um biomarcador preditivo
no cancer de bexiga, indicando uma maior chance de resisténcia a terapia e pior resposta

ao tratamento (Su et al., 2019).

No osteossarcoma, a presenca de circCYP51A1 em EVs previu o risco de
metéstase, enquanto no glioma, niveis circunferenciais aumentados se correlacionaram
bem com doenca agressiva e progndstico ruim, reforcando a relevancia desses circRNAs
como biomarcadores no contexto de malignidades do sistema nervoso central (Yang et
al., 2022; Zhang et al., 2023).

Estes sdo alguns exemplos de como os ncRNAs em EV's podem definir a extensao
da agressividade em tumores, oferecer um método ndo invasivo para quantificar
dinamicamente diferentes tipos de cancer e podem ser essenciais para adaptar o
tratamento clinico e prever a resposta ao tratamento, especialmente em contextos
hipdxicos. Assim, eles ddo origem a novos horizontes para terapias direcionadas e

terapéuticas mais precisas.

6.2 miRNAs em diferentes tipos de cancer: indicadores de prognostico e progressao

ncRNAs, como miRNAs, foram identificados para regular varios tipos de cancer
no desenvolvimento de tumores e resposta a hipoxia. miR-1287-5p € o candidato mais
forte entre MIRNAs gque mediam vias centrais no cancer de mama; portanto, sua expressao
pronunciada se correlacionou com tumores agressivos e prognostico ruim (Qiu et al.,
2021). miR-133a e miR-214 foram estudados por seus papéis no controle da progressdo

tumoral e escape imunolédgico no cancer colorretal. A expressao aberrante de
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ambos os miRNAs foi associada a estagios posteriores da doenca e resultados ruins para
0 paciente (Yang et al., 2020; Yang et al., 2021).

No céancer de pulmao, o miR-1182 altera a proliferagdo em condicGes hipdxicas,
0 que pode ser considerado um excelente marcador progndstico porque seus niveis estao
associados a um melhor prognostico (Li et al., 2020). Além disso, 0 miR-383-5p é um
regulador crucial do crescimento e proliferacdo tumoral por meio do eixo circRNA-
circ_0007386/miR-383-5p/CIRBP; sob hipoxia, sua regulacdo seria modificada pela
associacdo de YAP1-EIF4A3 que delineia sua fun¢do na dinamica do tumor (Li et al.,
2024). O miR-431, o miR-338-3p e 0 miR-532-3p interferirdo na regulacdo da dindmica
e do metabolismo do tumor do carcinoma hepatocelular. Niveis mais altos de miR-431 e
miR-338-3p estdo atualmente associados a uma pior sobrevivéncia (Du et al., 2020; Li
et al., 2019; Ouyang et al., 2021). Os niveis de miR-873-5p e miR-204-5p sdo altos
em células de céncer gastrico, uma mudanca que afeta a sobrevivéncia celular e a
resisténcia a terapia, e existe uma correlagdo positiva entre esses niveis altos e doencas

malis avangadas e resisténcia 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
progressao das celulas do cancer pancreatico e na resisténcia aos medicamentos, e que
desregula ainda mais leva a pior sobrevivéncia e manifestacfes agressivas, foram citados
por Lin et al. (2022), Zeng et al. (2021) e He et al. (2022). Na verdade, o nivel de
expressdo muito baixo de miR-150-5p indica mau progndstico no fendtipo tumoral
agressivo de canceres de esdfago (Mao et al., 2024). No osteossarcoma, a regulacao
negativa de miR-490-3p regula a invasividade e a metastase por meio das vias KLF12;
alto potencial metastatico esta relacionado a invasdo (Yang et al., 2022). A baixa
expressdo de miR-125b-5p foi recentemente associada a mau progndéstico, fenotipos

tumorais agressivos e condic@es hipdxicas em glioma (Zhang et al., 2023).

Em conclusdo, os miRNAs sdo agentes reguladores criticos durante condicdes
tumorais hipoxicas e envolvem proliferacdo, metastase e resisténcia ao tratamento em
diferentes tipos de cancer. A expressdo aberrante de diferentes miRNAs, como miR-
1287-5p no cancer de mama e miR-1182 no cancer de pulméo, é indicativa de suas

habilidades como biomarcadores e novos alvos terapéuticos. Mais estudos serdo
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necessarios para determinar sua significancia clinica em futuras terapias personalizadas

contra o cancer.

7. Aplicagdes terapéuticas potenciais
Cancer Colorretal

Em circRNAs, circ-eif3k e circ-rna-133 estdo envolvidos na evasdo imunoldgica
e agressividade do tumor. circRNA-133 regula diretamente miR-133a, o que pode
impedir o progresso do céncer. Pode ser possivel usar miR-133a em abordagens
terapéuticas via Evs para neutralizar o efeito pro-tumor de circRNA-133.
mmu_circ_0000807 também esta associado a metastase e a dindmica tumoral do cancer
colorretal. Prevenir sua expressao pode restringir a capacidade metastatica também. Entre
os acidos microrribonucleicos que regulam vias tumorais especificas criticas para o
cancer colorretal, especialmente durante a hipoxia, miR-214 é ressuscitavel em tumores

com terapia baseada em EV ou lipossomo.

A modulacdo de circRNA e miRNA pode abrir novos caminhos em inovacoes
terapéuticas ao levar o tratamento personalizado para abordagens menos invasivas. A
administracao seletiva mediada por EV pode proteger parte do sangue de encontrar novos
caminhos para cooperar com terapias. Emitir precisamente esses NCRNAs também é a
opcao mais brilhante para terapia direcionada contra progressdo tumoral e resisténcia ao

tratamento.

Cancer de mama

Além do miRNA-1287-5p, varios outros circRNAs e miRNAs funcionam em
conjunto como participantes importantes na progressao do tumor de cancer de mama e
também podem servir como alvos terapéuticos. O circPFKFB4 induzido promove a
progressdao do tumor por meio do metabolismo e proliferacdo responsaveis pela
tumorigénese. Terapias como inibicdo seletiva ou sistema de edicdo genética
CRISPR/Cas9 para silenciar a expressdo do circPFKFB4 reduzirdo a proliferacdo e o

comportamento invasivo das células tumorais.

Um importante circRNA relacionado ao cancer de mama € o circ_0001982. Seus
papéis importantes envolvem o controle do miR-1287-5p e do gene MUC19, que afeta a

progressao do tumor. miR-1287-5p também € um regulador negativo de muitos genes
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associados a resisténcia a apoptose na proliferacdo celular. O volume e o0 peso do tumor
diminuem ap0s a reducgdo do circ_0001982, sugerindo que a modulacdo deste circRNA
pode ser uma estratégia terapéutica. Assim como 0s tumores resistentes a terapia, o
fornecimento externo de miR-1287-5p usando EVs ou nanoparticulas lipidicas pode
restaurar o efeito inibitério do miRNA.

circDENNDA4C ¢ outro circRNA importante do céncer de mama. Ele esta
envolvido com miR-200b e modifica a capacidade de proliferacdo celular das células do
cancer de mama que desenvolvem condicGes especialmente hipdxicas. Silenciar o
circDENNDA4C reduz significativamente a proliferacdo celular e a capacidade
metastatica, conforme comprovado por modelos experimentais. Muitos beneficios podem
ser derivados pela adocdo de estratégias terapéuticas que restrinjam a invasdo e a

metastase por meio da inibigdo desse circRNA.

Alem disso, o circWSB1 promove o crescimento do tumor por meio de vias de
sobrevivéncia celular e resisténcia a terapia, 0 que é importante para a progressao do
tumor. A inibicdo do circWSB1 pode reduzir a formacdo de metastases e tornar os
tumores menos agressivos. A inibi¢do da interacdo do circWSB1 com seus miRNAs alvo,
por exemplo, miR-1287-5p é promissora para o tratamento da progressao do cancer de

mama.

Métodos terapéuticos que empregam modulacdo de circRNA e miRNA para tratar
cancer de mama incluem administracdo exdgena de miRNA e inibicdo de circRNA. EVs
podem aumentar ainda mais a eficacia dessas terapias porque podem direcionar o0s agentes
terapéuticos diretamente para as células tumorais, superando as limitagdes dos metodos
convencionais. Quando adaptadas com base no perfil molecular do tumor, essas

abordagens prometem tratamentos mais eficazes e menos invasivos para 0s pacientes..

Cancer de pulmao

No cancer de pulméo, exossomos circulantes carregando circRNAs circ_0007386
e circ_0001875 se correlacionam com metastase e agressividade tumoral. Abordagens
terapéuticas 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 condic6es hipdxicas que inibem o crescimento celular. A restauracdo do
efeito inibitério de miR-1182 em modelos tumorais seria possivel por meio da introducéo
deste mir com quantidades minusculas de EV ou introducdo de lipossomos. Além disso,
circ_0000376 associado ao crescimento pro-células em condigdes hipoxicas promoveria
ainda mais a progressao do tumor, reduzindo a proliferacdo celular por meio do bloqueio
terapéutico deste circRNA para seus miRNAs alvo.

Carcinoma hepatocelular (HCC)

Em resumo, o circMAT2B gerencia 0 metabolismo de células tumorais em
condicdes de hipoxia de baixa pressdo de oxigénio e estagios de imunossupressao em
condicdes de estado de doenca mais avangado. Em projetos experimentais, mesmo em
aplicacbes de abordagens de edicdo genética, como a de CRISPR/Cas9 ou inibidores
especificos por meio de entrega em EVs, pode ter um impacto terapéutico para reduzir a
expressdo do circMAT2B. O circ_0008450 governa o miR-431 e promove a
sobrevivéncia celular e a invasdo tumoral. Portanto, bloguear sua interagdo com o
miR-431 inibiria a invasdo e a metastase no HCC. O miRNA miR-532-3p esta associado
a processos cruciais de regulacdo molecular no HCC, que, quando restaurados, podem
reduzir significativamente o comportamento agressivo do tumor. A reintroducdo do miR-
532-3p em tumores por meio de EVs modificados pode potencialmente emergir como um

modo de acdo terapéutico eficaz.

Cancer gastrico

No céancer gastrico, circRNAs-circC6orf132 e circSLAMF6- estdo associados a
miR-873-5p e miR-204-5p e tém potencial terapéutico. Terapias envolvendo EVs para a
modulacdo de tais ncRNASs seriam um passo para restringir a proliferacao de células e a
motilidade de tumores, diminuindo assim o pool de potencial metastatico e aumentando

a eficacia de terapias convencionais..

Cancer de Pancreas
CircZNF91 e miR-23b-3p tém o potencial de quebrar a resisténcia contra a
gemcitabina, um dos quimioterapicos mais usados no cancer de pancreas. A

administracdo exogena de circZNF91 via EVs sensibilizara as células tumorais ao
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tratamento. Além disso, circATG7 por meio de miR-766-5p pode ser avaliado para

reduzir a progressdo do tumor e melhorar os resultados clinicos.

Neoplasia esofagica, cancer de esdfago, pode ser alvo de tratamento por meio de
moléculas miR-150-5p adequadas para uso terapéutico na progressdo do cancer de
esdfago. EVs que continham esse miRNA poderiam modular as vias tumorais e, portanto,
melhorar os resultados do paciente em estagios avancados do tumor.

Céncer de bexiga

Em condicdes hipdxicas, a regulacdo positiva de circELP3 ocorre em associacdo
com 0s mecanismos subjacentes a resisténcia ao tratamento no cancer de bexiga; portanto,
essas representam abordagens terapéuticas que alteram a expressao desse circRNA para

melhorar a resposta a quimioterapia.

Osteossarcoma
miR-490-3p e a via associada com KLF12 poderiam deter o alto risco metastatico
no osteossarcoma. Outra maneira possivel de administrar miR-490-3p para suprimir a

invasdo tumoral seria por meio de EVs.

Glioma

No glioma, miR-125b-5p esta envolvido em processos tumorais sob hipdxia. O
comportamento agressivo do tumor poderia ser reduzido por terapias direcionadas que
modulam esse miRNA. A administracdo de miR-125b-5p no tecido afetado por meio de
EVs poderia, portanto, ser mais uma nova estratégia terapéutica em gliomas resistentes

ao tratamento..

7. Limitacgdes e desafios

No entanto, hd desafios significativos nessa direcdo; a aplicacdo clinica
translacional de EVs e ncRNAs é muito promissora no campo do cancer, mas complica
muito as situa¢6es. Um grande obstaculo diz respeito a padronizacdo em protocolos de
isolamento e caracterizacdo de EVs, uma vez que esses fatores criticos sdo essenciais para
garantir a reprodutibilidade e aplicacdes em larga escala. Além disso, a maioria dos

ncRNAs ¢é funcionalmente redundante, o que representa mais dificuldades na
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determinacdo de sua especificidade neste cenario complexo de microambiente tumoral e
na relevancia da aplicabilidade clinica. Isso induz a necessidade de estudos elaborados
sobre esses ncCRNAs para validar sua significancia em vérias condices clinicas.

Embora os modelos animais sejam indispensaveis a pesquisa pré-clinica, eles ndo
preveem totalmente os resultados humanos. No entanto, eles fornecem insights valiosos
no nivel pré-clinico e estabelecem as bases para a compreensdo de como os EVs e 0s
ncRNAs funcionam na biologia tumoral e em contextos terapéuticos. As diferencas na
fisiologia, resposta imune e progressdo tumoral devem ser reconhecidas porque
influenciam fortemente os resultados que podem diferir nos experimentos. No entanto, 0s
testes em animais ainda fornecerdo orientacdo significativa para experimentos iniciais,
testes de hipoteses e otimizacdo de estratégias de tratamento, que podem entdo prosseguir

para testes em humanos.

8. Perspectivas futuras

Indicadores de que a integracdo de Evs e ncRNAs na pratica clinica pode
revolucionar o tratamento do céancer. Isso inclui caminhos promissores nos quais a
identificacdo precoce de biomarcadores em fluidos corporais, ou seja, biopsias liquidas,
pode ser integrada com intervencdes terapéuticas baseadas em ncRNAs funcionais.
Abordagens de tratamento individualizadas direcionadas por perfis moleculares
especificos dos EVs em questdo provavelmente mudardo o cenario terapéutico em relacao
ao cancer, particularmente em casos de hipdxia, onde as abordagens terapéuticas atuais

sdo limitadas.

Uma abordagem empolgante ja realizada em algumas investigacdes € a
configuracdo do cancer em modelos animais, seguida pelo tratamento com EVs para
verificar sua eficAcia na reducdo do tumor.54-56. Esse modelo experimental pode
permitir avaliacdes dos efeitos desses EVs no tamanho do tumor e seus efeitos inibitérios
sobre circRNAs e miRNAs envolvidos no crescimento e metastase do tumor. Além disso,
pode interromper vias metabdlicas criticas, como a glicolise. Portanto, oferece uma
excelente oportunidade para testar novas terapias que prometem melhorar o progndstico
do paciente por meio da modulacdo desses ncRNAS, o que pode contribuir para um

prognostico ruim do paciente.
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9. Conclusao

Esta revisdo sistematica visa reunir informacdes existentes sobre os papéis
regulatérios de miRNAs e circRNAs em condi¢fes hipdxicas em relacdo a diferentes
tipos de cancer usando modelos animais. O uso de modelos animais para abordar essa
questdo fornece as informagdes mais valiosas, preenchendo a lacuna nas informacoes
fornecidas por modelos in vitro. Isso nos permite entender melhor os mecanismos

relacionados ao cancer e avangar no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Entender as interagdes entre essas moléculas e a perspectiva de EVs como
portadores de ncRNAs pode estabelecer novas maneiras de avancar abordagens
terapéuticas e tratamentos personalizados. Essas descobertas exigem estudos adicionais
sobre a validagéo desses biomarcadores em termos de relevancia clinica, abrindo caminho

para um gerenciamento de cancer mais eficaz e personalizado em ambientes hipoxicos.

A coleta de dados atual envolvendo modelos animais ajuda a estabelecer bases
criticas de conhecimento, no entanto, ensaios clinicos sdo indicados para avaliar a eficacia
e a seguranca dessas estratégias quando aplicadas a pacientes humanos. Estudos clinicos
bem projetados serdo necessarios para transferir as evidéncias para a pratica e garantir

seus possiveis beneficios para o tratamento do cancer em contextos realistas.
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6. Consideracdes finais

A presente tese explorou o papel das vesiculas extracelulares (EVs) e dos RNAs
ndo codificantes (hcRNAs), em especial os miRNAs e circRNAs, na resposta celular a
hipdxia, com énfase em cancer. Os achados apresentados ao longo deste trabalho
reforcam a influéncia critica da hipoxia na progressdo tumoral e destacam as EVs como

importantes mediadoras na comunicacao celular sob essas condicdes.

No contexto do cancer, a analise de modelos experimentais revelou que as EVs
transportando ncRNAs modulam mecanismos fundamentais do microambiente tumoral,
favorecendo a adaptacdo das células neoplasicas ao estresse hipoxico. A identificacdo de
biomarcadores relevantes nesses vesiculos oferece novas perspectivas para o diagndéstico,
prognostico e monitoramento da resposta terapéutica, consolidando o potencial da

bidpsia liquida como ferramenta promissora na oncologia. No entanto, para
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a translacdo desses achados a prética clinica, ensaios bem controlados e padronizados

s80 necessarios, visando garantir a reprodutibilidade e a aplicabilidade dos resultados.

Os desafios metodoldgicos ainda representam um obstéculo significativo para a
implementacéo das EVs como biomarcadores clinicos, devido a falta de padronizagdo na
sua caracterizacdo e isolamento. No entanto, avan¢os tecnoldgicos, incluindo aprendizado
de méquina e inteligéncia artificial, podem facilitar a descoberta e validacdo de novos
biomarcadores baseados em EVs e ncRNAs, acelerando sua aplicagdo na medicina de

precisao.

Diante dos achados apresentados, esta tese reforca a importancia da investigacao
de EVs e ncRNAs na adaptacéo celular a hipoxia no cancer. A compreensao aprofundada
desses mecanismos poderd ndo apenas aprimorar o diagndstico e progndstico dessas
doencas, mas também abrir novas frentes para abordagens terapéuticas mais eficazes e
personalizadas. Estudos futuros, incluindo ensaios clinicos e inovacdes biotecnologicas,
serdo fundamentais para validar o potencial das EVs e ncRNAs como ferramentas

translacionais, consolidando seu papel na oncologia e na medicina do sono.
7. Concluséo

A apneia do sono é uma doenca multifatorial e complexa que acomete um grande
namero de pessoas em todo 0 mundo. Nos casos de apneia grave, um ambiente hipdxico
se torna predominante, causando alteracGes fisiologicas nas células que, a longo prazo,
juntamente com outros fatores de risco, estdo relacionados ao surgimento do cancer.

Dessa forma, a hipoxia intermitente atua como um fator crucial para a progressao tumoral.

Este trabalho explorou os mecanismos moleculares relacionados a hipdxia e
sua relacdo com a biologia do cancer, com enfoque nas vesiculas extracelulares e nos
RNAs ndo codificantes, que desempenham um papel essencial na comunicacéo celular e

na adaptacdo ao microambiente tumoral.

Os resultados apresentados mostram que as EVs desempenham um papel
importante na biologia do cancer por meio das respostas celulares a hipoxia,
transportando ncRNAs que influenciam processos criticos no desenvolvimento tumoral,
como proliferacdo e resisténcia terapéutica. Além disso, as anélises com circRNAs
demonstram sua funcéo regulatéria em condicdes hipoxicas, evidenciando seu potencial
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como biomarcadores para diagndstico e resposta terapéutica.

Este trabalho também aborda a importancia da utilizagdo de modelos animais em
estudos sobre hipéxia e céancer, destacando a necessidade de experimentos
metodologicamente bem desenhados para testar achados in vitro e desenvolver novas
abordagens terapéuticas que possam ser aplicadas na préatica clinica. Além disso,
organismos com adaptacgdes evolutivas para sobreviverem a condigdes hipdxicas, como
0 ourigo-do-mar, podem ser utilizados como modelos para uma melhor compreensao

dessa condig&o e para o desenvolvimento de terapias inovadoras.

Mesmo com 0s avangos, alguns desafios ainda persistem, como a padronizagao
das metodologias para a utilizacdo das EVs como biomarcadores, bem como o emprego
de circRNAs como ferramentas diagndsticas e terapéuticas. E fundamental que ensaios
clinicos sejam conduzidos para validar essas estratégias, possibilitando novas abordagens

para a modulagédo da resposta hipdxica no cancer.

As descobertas apresentadas neste trabalho oferecem uma base para futuras
investigacOes e reforcam a importancia do desenvolvimento de estratégias variadas e
translacionais para a criacdo de terapias cada vez mais eficazes e acessiveis no combate

ao cancer.
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