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RESUMO

O cancer de mama triplo-negativo (CMTN) destaca-se por sua elevada agressividade,
alta capacidade metastatica e escassez de terapias-alvo eficazes. Nesse contexto, a
transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) desempenha papel central na progresséo
tumoral, sendo regulada, entre outros fatores, pela familia de microRNAs miR-200,
reconhecida por modular a expressao dos fatores de transcricdo ZEB1 e ZEB2.
Considerando o potencial terapéutico desses microRNAs, o presente estudo avaliou
a utilizagdo de vesiculas extracelulares (VEs) derivadas de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo (MSCs) como sistema de entrega de miR-200 em
modelos de linhagem celular de cancer de mama. Inicialmente, as MSCs foram
cultivadas em diferentes condicbes e utilizadas para obtencdo de vesiculas
extracelulares caracterizadas quanto a concentragdo, tamanho e morfologia por
analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) e microscopia eletrbnica de
transmissao (MET). O carregamento dos microRNAs foi realizado por eletroporagao e
sua insercao foi confirmada por RT-qPCR. Adicionalmente, foi realizado ensaio de
viabilidade celular por MTT para investigacdo de possiveis efeitos citotoxicos do
tratamento. Os resultados demonstraram que as MSCs mantiveram caracteristicas
morfolégicas compativeis com o descrito para o tipo celular e produziram vesiculas
extracelulares com perfil adequado para os experimentos subsequentes. Entretanto,
a eletroporacdo promoveu alteragdes nos parametros fisicos das vesiculas e
apresentou eficiéncia limitada para o carregamento de miR-200c. A analise por RT-
gPCR indicou baixa incorporagao do microRNA nas condigdes avaliadas. O ensaio de
MTT demonstrou auséncia de toxicidade significativa associada ao tratamento. Em
conjunto, os resultados evidenciam o potencial das MSCs como fonte de vesiculas
extracelulares, mas indicam a necessidade de otimizacdo dos protocolos de
carregamento para aplicagbes envolvendo miR-200c. Estudos adicionais serao
necessarios para avaliar o impacto dessa estratégia sobre processos relacionados a

EMT e a progressao tumoral.

Palavras-chave: cancer de mama triplo-negativo; vesiculas extracelulares; células-

tronco mesenquimais; miR-200; transi¢cao epitélio-mesenquimal.



ABSTRACT
Triple-negative breast cancer (TNBC) is characterized by high aggressiveness, elevated
metastatic potential, and the lack of effective targeted therapies. In this context, the
epithelial-mesenchymal transition (EMT) plays a central role in tumor progression and
is regulated, among other factors, by the miR-200 family of microRNAs, which
modulates the expression of the transcription factors ZEB1 and ZEB2. Considering the
therapeutic potential of these microRNAs, the present study evaluated the use of
extracellular vesicles (EVs) derived from adipose tissue—derived mesenchymal stem
cells (MSCs) as a delivery system for miR-200 in breast cancer cell line models. Initially,
MSCs were cultured under different conditions and used for EV isolation. The vesicles
were characterized in terms of concentration, size, and morphology by nanoparticle
tracking analysis (NTA) and transmission electron microscopy (TEM). MicroRNA loading
was performed by electroporation, and its incorporation was assessed by RT-gPCR. In
addition, an MTT assay was conducted to investigate possible cytotoxic effects of the
treatment. The results demonstrated that MSCs maintained morphological
characteristics consistent with those described for this cell type and produced
extracellular vesicles with a suitable profile for subsequent experiments. However,
electroporation induced alterations in the physical parameters of the vesicles and
showed limited efficiency for miR-200c loading. RT-qPCR analysis indicated low
microRNA incorporation under the evaluated conditions. The MTT assay demonstrated
the absence of significant treatment-associated toxicity. Overall, the findings highlight
the potential of MSCs as a source of extracellular vesicles, while indicating the need for
optimization of loading protocols for applications involving miR-200c. Further studies will
be required to evaluate the impact of this strategy on EMT-related processes and tumor

progression.

Keywords: triple-negative breast cancer; extracellular vesicles; mesenchymal stem

cells; miR-200; epithelial-mesenchymal transition.
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1. Introdugao

1.1 Cancer de mama: epidemiologia e transigao epitélio-mesenquimal.

O cancer constitui uma das principais causas de morbimortalidade no mundo,
representando um importante desafio para os sistemas de saude. Nos Estados
Unidos, estima-se a ocorréncia de aproximadamente 2 milhdes de novos casos e mais
de 600 mil &bitos relacionados a doenga em 2025, sendo o cancer de mama a
neoplasia mais frequentemente diagnosticada entre mulheres e uma das principais
causas de morte por cancer nessa populacao (SIEGEL et al., 2026). No Brasil, o
cancer de mama também apresenta elevada relevancia epidemioldgica,
configurando-se como o tipo de cancer mais incidente na populagdo feminina,
desconsiderando-se os tumores de pele ndo melanoma. Segundo as estimativas do
Instituto Nacional de Cancer (INCA), sdo esperados 78.610 novos casos de cancer
de mama por ano no Brasil para cada ano do triénio 2026—-2028, correspondendo a
uma taxa bruta estimada de 71,57 casos por 100 mil mulheres. Esses dados reforgam
a relevancia do cancer de mama como um importante problema de saude publica no
cenario oncologico nacional (INCA, 2026).

O céancer de mama € uma doencga heterogénea que se origina principalmente
nos ductos lactiferos ou nos Iébulos mamarios, apresentando diferentes
caracteristicas moleculares, histopatoldgicas e clinicas. Atualmente, a classificacao
molecular € amplamente utilizada para definir os subtipos tumorais com base na
expressao dos receptores hormonais de estrogénio (ER) e progesterona (PR), na
superexpressao do receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2) e
na taxa proliferativa avaliada pelo marcador Ki-67. Dessa forma, os tumores
mamarios sao classificados em luminal A (ER+/PR+/HER2-/baixo Ki-67), luminal B
(ER+/PR+/HER2-/+/alto Ki-67), HER2-positivo (ER-/PR-/HER2+) e cancer de mama
triplo negativo (ER-/PR-/HER2-), subtipos que apresentam diferengas significativas
quanto ao progndstico, potencial metastatico e resposta terapéutica (HARBECK et al.,
2024; PARK et al., 2022).

Dentre os subtipos moleculares, o cancer de mama triplo negativo (TNBC)
destaca-se por sua elevada agressividade bioldgica, alta heterogeneidade tumoral e

maior capacidade metastatica. Caracteriza-se pela auséncia da expressao de ER, PR
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e HER2, condicao que limita as possibilidades de terapias-alvo e contribui para um
prognostico desfavoravel. Além disso, o TNBC esta associado a maiores taxas de
recorréncia, progressao tumoral acelerada e menor sobrevida global quando
comparado aos demais subtipos de cancer de mama (FAN; HE, 2022; BISWAS et al.,
2024). Os principais sitios de metastase incluem pulmdes, figado, ossos e cérebro,
sendo particularmente relevante a maior tendéncia do TNBC a disseminagéao visceral
e ao sistema nervoso central. Em um estudo realizado com pacientes com TNBC
metastatico, as metastases viscerais corresponderam a 41% dos casos, sendo o
pulméo o sitio mais frequente de primeira metastase (33,3%). Além disso, estudos
recentes destacam a associagdo do TNBC com maior ocorréncia de metastases
cerebrais, que estao relacionadas a um prognostico desfavoravel. Esses padrbes de
disseminagao refletem diferengas biolégicas entre os subtipos de cancer de mama e
ressaltam a elevada capacidade metastatica do TNBC (NOLAN et al.,, 2023;
BUSTAMANTE et al., 2024; PIEDRA-DELGADO et al., 2024).

O avangco das terapias-alvo, terapias enddcrinas e estratégias
imunoterapéuticas tem contribuido de maneira significativa para a melhora do
prognodstico, aumento da sobrevida e qualidade de vida de pacientes com cancer
(PEROVANO FILHO et al., 2024). Apesar desses avangos, a metastase, processo
caracterizado pela disseminagao de ceélulas tumorais do sitio primario para érgaos e
tecidos distantes, permanece como um dos principais desafios da oncologia
contemporanea (NOLAN et al., 2023). Para que a metastase ocorra, as células
tumorais precisam adquirir uma série de alteracbes moleculares e fenotipicas que
possibilitem sua dissociagdo do tumor primario, invasao dos tecidos adjacentes e
migracgao através da circulagao sanguinea ou linfatica, culminando na colonizagao de
orgaos distantes e no estabelecimento de novos focos tumorais (LAMBERT; ZHANG;
WEINBERG, 2024).

Nesse contexto, a transicdo epitélio-mesenquimal (epithelial-mesenchymal
transition, EMT) desempenha papel central na progressdo tumoral e disseminagao
metastatica. A EMT caracteriza-se pela conversao de células epiteliais, normalmente
polarizadas e fortemente aderidas entre si, em células com fenédtipo mesenquimal,
dotadas de maior plasticidade, motilidade e capacidade invasiva (THOMPSON et al.,
2025; WANG et al.,, 2023). Durante esse processo, diverssas alteragbes no

citoesqueleto celular e no padréao de expressao génica ocorrem, incluindo redugéo da
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expressdo de moléculas de adesdo celular, como a E-caderina, e aumento da
expressao de marcadores mesenquimais, como N-caderina e vimentina. Essas
modificagdes favorecem a perda da adeséo intercelular, remodelamento da matriz
extracelular e aquisicdo de propriedades migratérias e invasivas, contribuindo
diretamente para o potencial metastatico das ceélulas tumorais (LI et al., 2023; YU;
HU, 2024). Além disso, a EMT esta associada a outras caracteristicas que favorecem
a metastase, como a aquisicao de propriedades de células-tronco, alteragdes no
metabolismo celular, evasao do sistema imunolégico e resisténcia a quimioterapia
(CELIA-TERRASSA; KANG. 2024).

A proteina de ligagdo a sequéncia caixa E do dedo de zinco 1 (ZEB1) exerce
papel central na regulacdo da EMT, atuando diretamente na modulagdo de genes
relacionados a plasticidade celular, proliferagdo, migracao e invasdo tumoral. Entre
suas principais funcdes transcricionais, destaca-se a repressdo da expressao de
marcadores epiteliais, especialmente da E-caderina, codificada pelo gene CDH1,
além de membros da familia miR-200, promovendo simultaneamente o0 aumento da
expressao de marcadores mesenquimais, como vimentina, codificada pelo gene VIM,
e N-caderina, codificada pelo gene CDHZ2 (Figura 1) (MERCKENS et al., 2023; WU et
al., 2020). Assim, a redugao da expressao de E-caderina esta associada a perda da
adesao intercelular e ao aumento do potencial invasivo das células tumorais. Estudos
demonstram que pacientes com baixos niveis dessa proteina apresentam maior
propensao ao desenvolvimento de metastases, menores intervalos livres de
recorréncia e redugcdo da sobrevida global, evidenciando sua associacdo com
prognostico desfavoravel no cancer de mama (MENG et al., 2023). Dessa forma, a
investigacao dos mecanismos moleculares envolvidos na regulacéo da EMT torna-se
fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas voltadas a

prevengao da progressao tumoral e da disseminagado metastatica.
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Figura 1. Representacdo esquematica da transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) e da
transicdo mesénquima-epitélio (MET). (A) Comparacdo entre células epiteliais e
mesenquimais quanto a morfologia, polaridade celular, composi¢ao do citoesqueleto, adesao
intercelular e capacidade migratoria, evidenciando as alteragdes adquiridas durante o
processo de EMT e sua reversao por meio da MET. (B) Principais biomarcadores associados
aos fenotipos epitelial e mesenquimal, incluindo moléculas de adesido, componentes do
citoesqueleto, fatores de transcricdo e metaloproteinases envolvidos na progressao tumoral
e no potencial metastatico. Fonte: adaptado de LI et al. (2023).

Quanto aos modelos celulares empregados neste estudo, a linhagem MDA-MB-
231 é amplamente utilizada como representante do TNBC, caracterizando-se por seu
elevado potencial invasivo e pela presenca de caracteristicas associadas a EMT
(HUANG; YU; TANG, 2020). Em contraste, a linhagem MCF-7 representa o subtipo
molecular luminal A e apresenta fenodtipo predominantemente epitelial, menor
agressividade e reduzida capacidade invasiva, constituindo um importante modelo
comparativo para a investigagdo de mecanismos relacionados a progressao tumoral
e a supresséo metastatica (COMSA; CIMPEAN; RAICA, 2015).

Além das linhagens tumorais, este estudo utiliza células-tronco mesenquimais

derivadas de tecido adiposo (mesenchymal stem cells, MSCs), células multipotentes
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adultas reconhecidas por sua elevada plasticidade, capacidade de autorrenovagao e
propriedades imunomoduladoras. As MSCs destacam-se também como fontes
promissoras de vesiculas extracelulares (EVs) uma vez que secretam grandes
quantidades dessas nanoparticulas biolégicas, contendo proteinas, lipideos e
diferentes espécies de RNA capazes de modular o comportamento de células-alvo.
Devido a sua biocompatibilidade, baixa imunogenicidade e eficiéncia na producgao de
VEs, as MSCs tém sido amplamente exploradas em estratégias de engenharia
vesicular para o transporte de moléculas terapéuticas, incluindo microRNAs. Nesse
contexto, as VEs derivadas de MSCs representam uma plataforma promissora para a
entrega de miRNAs capazes de modular processos relacionados a progressao
tumoral (FIERABRACCI et al., 2023; WITWER et al., 2019).

1.2 Carregamento de vesiculas extracelulares (VEs) com miRNAs

Vesiculas extracelulares (VEs) englobam um conjunto heterogéneo de
particulas delimitadas por bicamada lipidica e Iliberadas pelas células,
desempenhando papel fundamental na comunicagao intercelular por meio do
transporte de proteinas, lipideos, metabdlitos e acidos nucleicos, incluindo RNAs
mensageiros (MRNAs) e microRNAs (miRNAs). Elas podem ser formadas a partir do
compartimento endossomal, dando origem aos exossomos, do brotamento e
desprendimento da membrana plasmatica, originando microvesiculas ou da
fragmentacgao celular gerando os corpos apoptoticos. Essas vesiculas participam de
diversos processos fisiolégicos e patolégicos, atuando na transferéncia de
informacdes moleculares entre células e tecidos (THERY et al., 2024).

As VEs podem ser classificadas de acordo com sua biogénese, tamanho,
densidade e composicdo molecular, no entanto, as diretrizes mais recentes da
International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) recomendam a utilizagdo do
termo genérico “vesiculas extracelulares”, uma vez que a determinagdo da via de
biogénese de cada populacdo vesicular nem sempre € possivel. Nesses casos,
recomenda-se a classificacdo baseada em caracteristicas como tamanho e densidade
(THERY et al., 2024). Dessa forma, termos como small extracellular vesicles (small
EVs) e large extracellular vesicles (large EVs) podem ser empregados para descrever
populagdes enriquecidas em determinadas faixas de tamanho, embora seus limites
nao sejam universalmente estabelecidos e possam variar conforme a metodologia de
isolamento utilizada. No presente estudo, o foco foi direcionado as small extracellular
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vesicles, uma populagao geralmente enriquecida em vesiculas de menor didmetro e
frequentemente associada ao transporte de moléculas bioativas envolvidas na
comunicagao intercelular e na progressao tumoral, incluindo a regulagao de processos
como invasdo, metastase e EMT (THERY et al., 2024; PEGTEL; GOULD, 2024).

Os microRNAs (miRNAs) s&o pequenos RNAs nédo codificantes, com
aproximadamente 18 a 25 nucleotideos, que atuam como importantes reguladores
pos-transcricionais da expressao génica. Apos sua maturagao, a fita guia do miRNA
€ incorporada ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RNA-induced
silencing complex, RISC), cuja proteina central pertence a familia Argonauta (AGO).
O complexo miRNA-RISC reconhece sequéncias complementares presentes, em
geral, na regido 3' nao traduzida (3'UTR) dos mRNAs-alvo, promovendo repressao da
tradugao ou degradacao do transcrito, regulando assim diversos processos celulares,
incluindo proliferacdo, diferenciagcdo, apoptose e migragédo celular (SHANG et al.,
2023).

Os microRNAs membros da familia miR-200 s&o reconhecidos como um dos
principais reguladores da EMT, pois atuam diretamente na manutencdo do fenétipo
epitelial por meio da repressao dos fatores de transcrigdo ZEB1 e ZEB2. O controle
da EMT pela familia miR-200 ocorre por meio de um circuito de retroalimentacao dupla
negativa (double-negative feedback loop) entre os miRNAs da familia miR-200 e os
fatores de transcricao ZEB1/ZEB2. Enquanto os miR-200 inibem a traducido dos
transcritos de ZEB1 e ZEB2, esses fatores, por sua vez, reprimem a transcricido dos
genes da familia miR-200. Esse mecanismo funciona como um interruptor molecular
capaz de regular a plasticidade celular, permitindo a transicdo entre estados epiteliais,
mesenquimais e hibridos (Figura 2). Quando os niveis de miR-200 séo elevados,
predomina a expressao de genes epiteliais, como a E-caderina; em contrapartida, a
reducdo da expressao desses miRNAs favorece o aumento de ZEB1 e ZEB2,
induzindo a EMT, a reorganizagao do citoesqueleto, a perda da adesao celular e a
aquisicao de caracteristicas invasivas e metastaticas (BRACKEN; GOODALL;
GREGORY, 2024).

Entre os integrantes da familia miR-200, o miR-200b e o miR-200c pertencem
ao mesmo agrupamento funcional, e compartiiham uma mesma sequéncia de
reconhecimento inicial e ligacdo complementar aos mRNAs alvo, conferindo

capacidade semelhante de reconhecimento e inibicdo de alvos moleculares
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relacionados a plasticidade celular e progressao tumoral. (Park et al., 2008; Leighton
et al., 2015).

 Double negative feedback loops | E"TL
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Figura 2. Regulagdo de miR-200 na EMT, MET e manutengdo das propriedades de célula-
tronco (stemness). A familia miR-200 reprime os fatores de transcricdo ZEB1/ZEB2
(ZEB/SNAIL), enquanto estes inibem a expressdo de miR-200, formando um circuito
responsavel pelo controle da EMT. Indutores de EMT, incluindo as vias TGFBR/SMAD,
JAG/NOTCH, WNT/B-CAT/PBX3 e ETS1, estimulam a expressao de ZEB/SNAIL e favorecem
o fendtipo mesenquimal. Em contraste, o aumento de miR-200 promove caracteristicas
epiteliais e esta associado a indugao de MET. A expressao de miR-200 também é modulada
positivamente por fatores como AR, PPARy, LRH-1, p53, p63, p73, TP53BP1, GRHL2, ERG
e KLF5, e negativamente por HIF-1a/ASCL2, KRAS/JUN, PELP1 e EGF/ZBTB33. Além disso,
miR-200 regula genes associados a pluripoténcia e autorrenovacédo celular, incluindo BMI1,
Suz12 e SIRT1, influenciando processos relacionados a aquisicdo e manutencao de

propriedades de células-tronco tumorais (stemness). Fonte: CAVALLARI et al., 2021.

Considerando o papel central desse eixo regulatorio na progresséo tumoral, o
presente trabalho propde padronizar o carregamento dos miR-200c e 200b em
vesiculas extracelulares provenientes de células-tronco mesenquimais de tecido
adiposo. Posteriormente, VEs/miRNA-200s poderao ser utilizadas como estratégia
modulagdo da expressdo de ZEB1 em células de cancer de mama. A utilizacao de
VEs derivadas de células-tronco mesenquimais (MSCs) apresentam varias vantagens

como biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, baixo risco de tumorigénese e alta
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capacidade de encapsulamento com a capacidade de proteger biomoléculas
internalizadas através de sua estrutura de membrana lipidica (Kou et al. 2022).
2. Objetivos

Este estudo teve como objetivo padronizar o carregamento de miR-200c e 200b
em vesiculas extracelulares (VEs) provenientes de células-tronco mesenquimais

adiposas e avaliar o seu potencial em células de cancer de mama.
2.1 Objetivos especificos

1. Estabelecer a linhagem de células-tronco mesenquimais de tecido adiposo

(MSCs) e as linhagens celulares de cancer de mama in vitro;

2. lIsolar e caracterizar as VEs provenientes da linhagem de MSCs por
rastreamento de nanoparticulas (NTA) e microscopia eletrénica de

transmissao (MET);

3. Padronizar o carregamento dos miR-200c e 200b nas VEs por meio da

técnica de eletroporacéo;
4. Avaliar a eficiéncia de carregamento dos miRNA-200s nas VEs por RT-PCR;

5. Avaliar os efeitos das VEs enriquecidas com miR-200c e 200b sobre a

viabilidade celular das linhagens de interesse por MTT.

3. Material e Métodos

3.1 Estabelecimento e manutencao das linhagens tumorais.

As linhagens celulares tumorais MDA-MB-231 e MCF-7 obtidas da ATCC
(American Type Culture Collection) foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640,
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) inativado pelo calor e 100 Ul/mL
de penicilina, 100 pyg/ml de estreptomicina (Pen/Strep) a 37°C em atmosfera 95%
umidificada contendo 5% de CO,. Durante a fase logaritmica de crescimento, as
células foram periodicamente subcultivadas em frascos contendo meio de cultura
fresco, visando assegurar a manutencao da atividade proliferativa.

O processo de tripsinizacao celular foi realizado com uma solucéo de tripsina
contendo EDTA (Gibco ®) (0,25% de tripsina e 1mM de EDTA). Previamente a
tripsinizacdo, a monocamada celular foi lavada com solug¢ao salina tamponada com
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fosfato (PBS) (Gibco®), a fim de remover residuos de SFB, os quais podem interferir
na atividade da tripsina. Em seguida, a solugao de tripsina/EDTA foi adicionada, e as
células foram incubadas a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO,, por um periodo
de 5 minutos.

Apoés o desprendimento, as células foram ressuspensas em meio de cultura
completo e submetidas a contagem em hemocitdmetro, sendo a viabilidade celular
avaliada por meio da exclusao do corante azul de tripan, que cora de azul apenas as
células nao viaveis (Louis and Siegel, 2011). Posteriormente, apds confirmagao de
viabilidade celular superior a 90%, bem como a verificacdo da auséncia de
contaminantes microbiolégicos e de alteragbes morfoldgicas, as linhagens celulares
MDA-MB-231 e MCF-7 foram submetidas ao processo de criopreservagao. Para esse
procedimento, foi preparada uma solugédo de congelamento composta por 90% de
soro fetal bovino (SFB) e 10% de dimetilsulféxido (DMSO), agente crioprotetor
amplamente utilizado para prevenir a formagao de cristais de gelo intracelulares e
preservar a integridade celular durante o congelamento.

3.2 Estabelecimento e manutengao das células-tronco mesenquimais

Células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano (hAD-
MSCs) foram adquiridas comercialmente da Invitrogen (StemPro® Human Adipose-
Derived Stem Cells, Gibco, n°® R7788110). As células sao provenientes de tecido
adiposo humano obtido de um unico doador adulto, por meio de procedimento de
lipoaspiragao, conforme protocolos éticos e de consentimento previamente
estabelecidos pelo fornecedor. De acordo com as especificacdes do fabricante, as
células foram previamente expandidas por uma passagem antes da criopreservagao
e fornecidas em criotubos contendo 1 mL de suspensao celular, na concentracao de
1 x 108 células/mL.

Inicialmente, a linhagem celular foi cultivada em meio especifico para
manutencdo e expansao de células-tronco mesenquimais, MesenPro RS™ Basal
Medium (Gibco, REF 12748-018), suplementado com 2 mM de L-glutamina, 1% de
penicilina/estreptomicina e 2% de MesenPro RS™ Growth Supplement (Gibco). As
células foram mantidas em incubadora a 37 °C, sob atmosfera umidificada contendo
5% de CO,. Ao atingirem aproximadamente 80% de confluéncia, as células foram
submetidas a dissociagdo enzimatica por tripsinizagdo e, posteriormente,

criopreservadas com o objetivo de estabelecer um banco celular inicial.
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A continuidade da utilizacdo do meio de cultura especifico para MSCs mostrou-
se inviavel devido ao seu elevado custo. Dessa forma, apds revisdo da literatura
cientifica, as hAD-MSCs passaram a ser cultivadas em meio Dulbecco’s Modified
Eagle Medium com baixa concentracdo de glicose (DMEM Low Glucose; Nova
Biotecnologia), suplementado com 2 mM de L-glutamina, 1% de
penicilina/estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (FBS) inativado pelo calor.
Estudos prévios demonstram que o DMEM low glucose suplementado com FBS é
capaz de sustentar adequadamente a viabilidade, a proliferacao e as caracteristicas
morfolégicas e fenotipicas das células-tronco mesenquimais, incluindo aquelas
derivadas de tecido adiposo (PITTENGER et al., 1999; DOMINICI et al., 2006;
BUNNELL et al., 2008).

3.3 Isolamento de EVs provenientes de células-tronco mesenquimais

As vesiculas extracelulares foram isoladas conforme protocolo descrito
previamente por Théry, Amigorena e Raposo (2006), com adaptacdes. As células-
tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano foram cultivadas em meio
de cultura suplementado com FBS até a completa adesédo e estabelecimento do
crescimento celular. Ao atingirem aproximadamente 80% de confluéncia, o meio de
cultura foi substituido por meio com FBS depletado de vesiculas extracelulares, e as
células foram mantidas nessas condigbes por 48 horas, a 37 °C, em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,, conforme recomendado para minimizar a
contaminagéo por EVs exdgenas (THERY et al., 2024).

Apds o periodo de condicionamento, o sobrenadante foi cuidadosamente
coletado e submetido a uma série de centrifugagcbes diferenciais sequenciais:
inicialmente a 2.000 x g por 15 minutos, a 4 °C, para remogéao de células intactas e
debris celulares; seguida de centrifugagdo a 10.000 x g por 30 minutos, a 4 °C,
utilizando centrifuga refrigerada (Thermo Fisher Sorvall Legend RT), para eliminagéo
de particulas maiores. O sobrenadante resultante foi entdo filtrado em filtro de
membrana com poro de 0,22 um e submetido a ultracentrifugacdo a 100.000 x g por
2 horas, a 4 °C, em ultracentrifuga Optima TLX (Beckman Coulter), para a
sedimentagao das vesiculas extracelulares pequenas. Ao final do processo, o pellet
obtido foi ressuspenso em tampao fosfato salino (PBS) estéril para posterior
caracterizacao e analises experimentais, em conformidade com as diretrizes da ISEV
(THERY et al., 2024). O isolamento das vesiculas extracelulares foi realizado a partir
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de culturas celulares mantidas em meio MesenPro RS™ e em meio DMEM com baixa
concentracao de glicose, seguido de caracterizagao por analise de rastreamento de
nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis — NTA), utilizando o equipamento
NanoSight NS300 (Malvern Panalytical).

3.4 Caracterizagao das VEs por analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

A analise de distribuicdo de tamanho e a quantificagao das preparacgdes de VEs
foram realizadas em NanoSight NS300 (Malvern Instruments, Malvern, Reino Unido)
equipado com captura rapida de video e software de rastreamento de particulas. As
vesiculas purificadas foram diluidas em 1 mL de PBS. Cada amostra foi injetada em
cubiculo amostral do aparelho para analise. As configuragdes de dispersao e captura
de fluorescéncia (como foco, camera e configuracbes de ganho) foram otimizadas
para tornar as faixas de particulas visiveis e, em seguida, as medigdes foram obtidas
em triplicata e analisadas usando o software NanoSight NS300 (versdo 3.2.16). Os
dados sobre os tamanhos das EVs foram expressos como as médias calculadas + DP

de distribuicdo de tamanho.

3.5 Padronizacgao e caracterizacao da eletroporagao de miRNA-200c e 200b em

EVs de células-tronco mesenquimais adiposas.

O carregamento do miRNA-200b e 200c mimético (hsa-miR-200b-3p mimics
Synbio Technologies, Estados Unidos; hsa-miR-200c-3p mimics ThermoFischer
Scientific; 5nmols) em vesiculas extracelulares (VEs) derivadas de células-tronco
mesenquimais de tecido adiposo foi realizado por meio da técnica de eletroporacéo.
A padronizagao do procedimento baseou-se em protocolos previamente descritos na
literatura (MOMEN-HERAVI et al., 2014; SHOJAEI et al., 2023; SANTOS et al., 2023),
com adaptacgdes experimentais.

Para o procedimento, uma concentragao de 1 x 10" EVs/mL, obtidas a partir
do sobrenadante de células-tronco mesenquimais cultivadas em meio DMEM com
baixa concentracdo de glicose, foi misturada a tampdes especificos para
eletroporagdo na proporgdo de 1:1. Foram empregados dois tampdes distintos:
Tampao 1, composto por NaCl (137 mM), KCI (5 mM), dextrose (6 mM),
Na,HPO,-7H,0 (0,7 mM) e HEPES (21 mM), ajustado para pH 7,15; e Tampéo 2,
composto por acido citrico (0,02 M), fosfato de sédio bibasico (0,03 M) e EDTA (0,1
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mM), ajustado para pH 4,4. As concentracdes de miRNA-200c avaliadas foram de 100
nmol e 200 nmol e para o miRNA-200b foi de 10 nmol,100 nmol e 200 nmol.

A eletroporacéo foi realizada utilizando o equipamento Gene Pulser Xcell (Bio-
Rad, Estados Unidos), com cubetas de 1 mm e volume final de 100 pL, empregando-
se 0s parametros descritos na Tabela 1 e 2. Apds a aplicagao dos pulsos elétricos, as
amostras foram imediatamente ressuspensas em 1 mL de PBS estéril e mantidas em
repouso por 10 a 20 minutos a temperatura ambiente, visando a recuperagcao da
integridade da membrana vesicular. Em seguida, as amostras foram tratadas com
RNase (10 mg/mL) por 15 minutos, a 37 °C, com o objetivo de degradar miRNAs n&o
encapsulados. Para a remog¢ao de miRNAs livres remanescentes, as amostras foram
submetidas a ultracentrifugacdo a 100.000 x g por 2 horas, a 4°C, utilizando
ultracentrifuga Optima TLX (Beckman Coulter). Por fim, os pellets contendo as VEs
eletroporadas foram ressuspensos em PBS estéril e armazenados a -80 °C até a
realizagcao das analises subsequentes.

A caracterizacdo das EVs eletroporadas com miRNA-200b foi realizada por
meio da analise de rastreamento de nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis-

NTA), considerando a concentragéo (EVs/mL) e o didmetro médio das particulas (nm).
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Tabela 1. Parametros utilizados para eletroporagcdo de miRNA-200b em vesiculas

extracelulares provenientes de células-tronco mesenquimais.

Teste | Tampao Concentragao Programa
miRNA-200b

1 T 10 nmol Square wave; 150V; 10ms; 1 pulso

2 T 100 nmol Square wave; 150V; 10ms; 10 pulsos
3 T.2 10 nmol Square wave; 150V; 10ms; 10 pulsos
4 T.2 100 nmol Square wave; 750V; 5ms; 2 pulsos

5 T 100 nmol Exponencial decay; 200V;100uF;1 pulso
6 T 100 nmol Exponencial decay; 150V;100uF;1 pulso
7 T 100 pmol Exponencial decay; 150V;100uF;1 pulso
8 T 200 pmol Exponencial decay; 350V;100uF;1 pulso
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Tabela 2. Parametros utilizados para eletroporacdo de miRNA-200c em vesiculas

extracelulares provenientes de células-tronco mesenquimais.

Teste | Tampao Concentragao Programa
miRNA-200c
1 T 100 pmol Exponencial decay; 150V;100uF;1 pulso
2 T 200 nmol Exponencial decay; 150V;100uF;1 pulso

Legenda: T.1 (Tampéo 1); T.2 (Tampao 2); V (voltagem); ms (milissegundo).

3.6 Caracterizacao das EVs provenientes das MSCs e VEs/miRNA-200s por

Microscopia eletronica de transmissao.

As amostras de VEs das MSCs e as EVs/miRNA-200c e 200b foram incubadas
com glutaraldeido 2% mais paraformaldeido 2 % em 0,1M de tampao cacodilato de
sédio (pH 7.4) por 2 horas, na temperatura de 4 °C. Posteriormente, as amostras foram
ultracentrifugadas 100.000xg a 4°C por 1hora e o pellet obtido foi ressuspendido em
200ul de tampao de cacodilato de sddio. As imagens de TEM foram obtidas utilizando
o microscopio JEOL JEM-1400 Flash (Programa de Equipamentos Multiusuario
FAPESP EMU - Processo: 22/11494-3) no Laboratério Multiusuario de Microscopia
Eletronica da FMRP-USP.

3.7 Confirmagao da inser¢cao do miRNA-200b nas EVs através de PCR
quantitativa em tempo real (RT-PCR).

A eficiéncia da eletroporacdo foi avaliada por meio da quantificacdo da
expressao do miRNA-200c e 200b por RT-PCR, sendo selecionadas para essa
analise apenas as vesiculas extracelulares (EVs) eletroporadas correspondentes aos
testes 1 e 2 (Tabela 2) para o miR-200c e os testes 2,6 e 7(Tabela 1) para o miR-
200b, com base nos resultados obtidos pelo NanoSight NS300 (NTA), que indicaram

melhor concentracao e perfil de tamanho dessas amostras.
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Para os ensaios funcionais, células da linhagem MDA-MB-231 foram cultivadas
em placas de seis pogos, na densidade de 5 x 10° células/ml, em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 Ul/ml de penicilina e 100 pg/ml de
estreptomicina (Pen/Strep). Apds 24 horas de cultivo, o meio foi substituido por meio
contendo soro fetal bovino depletado de vesiculas extracelulares (dSFB), e as células
foram tratadas com as EVs eletroporadas com miRNA-200b (testes 2,6,7) e miRNA-
200c (testes 1 e 2) nas concentragdes de 1x108 EVs/ml (teste 2, 6,7 — tabela 1 e testes
1 e 2 — tabela 2), 1x107 EVs/ml (teste 7 — tabela 1) e 1x108 EVs/ml (teste 2 — tabela
1). Apos 24 horas de estimulo, as células foram lisadas para extragdo de miRNA
utilizando o kit miRNeasy (Cat.No.217004, Qiagen, Hilden, Alemanha), segundo
instrugcdes do fabricante, com o objetivo de avaliar a eficiéncia de internalizagao e
entrega funcional do miRNA mediada pelas EVs eletroporadas.

A concentracdo e a pureza do RNA extraido foram determinadas por
espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA), por meio da avaliagdo das razdes de absorbancia
260/280 e 260/230. O miRNA foi convertido em DNA complementar (cDNA) por meio
de reacdes de transcricao reversa utilizando o kit TagMan™ MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Cat. No. 4366596, Applied Biosystems). A expresséao relativa dos
miRNAs foi avaliada por PCR quantitativa em tempo real (qQPCR) empregando os
ensaios TagMan™ MicroRNA Assays (Cat. No. 4427975, Applied Biosystems) em
equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Os niveis
de expressdo dos miRNAs foram normalizados utilizando o RNA U6 como controle
endogeno, e a quantificagcao relativa foi calculada pelo método 2*-AACt. As reagdes
de gPCR foram conduzidas nas seguintes condi¢des: desnaturacao inicial a 95°C por
30 s, seguida de 40 ciclos de desnaturagéo a 95°C por 5 s e anelamento/extenséo a
60°C por 20 s.

3.8 Ensaio de viabilidade celular - MTT
A viabilidade celular apés o tratamento com EVs carregadas com miR-200b foi
avaliada pelo ensaio de MTT. Nesta etapa inicial do estudo, foram utilizadas apenas

EVs eletroporadas com 100 nmol de miR-200b, sendo que experimentos adicionais

se encontram em andamento para a avaliagao de outras condi¢cdes de eletroporacgao.
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As linhagens de cancer de mama foram semeadas em placas de 96 pogos na
densidade de 5 x 10* células/pogo, utilizando meio RPMI-1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino. Apds 24 h de incubagéo, as células foram tratadas com 1 x
10°, 1 x 10" ou 1 x 10® EVs derivadas de células-tronco mesenquimais, bem como
com as mesmas concentragcbes de EVs/miR-200b, utilizando meio contendo FSB
depletado de vesiculas extracelulares. Um grupo controle n&o tratado, contendo
apenas meio de cultura, foi incluido em todas as analises. Apds 24, 48 e 72 h de
tratamento, foram adicionados a cada po¢o 100 yL de meio RPMI-1640 suplementado
com FSB depletado e 10 pyL da solugdo de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio] a 5 mg/mL. As placas foram incubadas por 4 h a 37°C para a
formagao dos cristais de formazan. Em seguida, o sobrenadante foi cuidadosamente
removido e os cristais foram solubilizados com 100 pyL de dimetilsulféxido (DMSO). A
absorbancia foi determinada a 540 nm utilizando leitor de microplacas Multiskan™ FC

(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).

3.9 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média + desvio padrao (DP). As diferencas
entre 0os grupos experimentais foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA),
seguida dos testes de comparacdes multiplas de Bonferroni e Sidak. Valores de p <
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism versao 9.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA).

4. Resultados

4.1 Morfologia das linhagens celulares.

O estabelecimento dessas linhagens no Laboratério de Investigagcéo
Molecular do Cancer (LIMC) permitiu confirmar as caracteristicas essenciais relatadas
na literatura das células MDA-MB-231 e MCF-7, observando células mais alongadas
e com rapida expansédo para MDA-MB-231 e formato mais arredondado, poligonal
para MCF-7 (Figura 3).
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Figura 3. Fotomicrografias das linhagens de cancer de mama (A) MDA-MB-231 e (B) MCF-7
obtidas da ATCC (American Type Culture Collection). Fonte: autoral.

Para as células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano
(hAD-MSCs), foi observada a manutencao do padrédo morfoldgico fibroblastoide, com
projecdes citoplasmaticas e nucleo ovalado caracteristico das MSCs (DOMINICI et al.,
2006) (Figura 4) durante o cultivo em DMEM low glicose, bem como crescimento

celular compativel com o descrito na literatura para esse tipo celular.
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A B

Figura 4. Fotomicrografias da linhagem de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido
adiposo (StemPro™ Human Adipose-Derived Stem Cell Kit — GibcoTM) adquirida da
ThermoFisher Scientific. Em (A) célula-tronco mesenquimal com nucleo ovalado evidente, e
(B) célula-tronco mesenquimal de formato fusiforme, com extremidades afiladas exibindo

projecdes citoplasmaticas. Fonte: autor.

4.2 Padronizagao e caracterizagao de VEs provenientes de células-tronco

mesenquimais adiposas.

As VEs de DMEM low glicose apresentaram concentragdo de 2,28x10'° VEs/ml
com meédia de 121,1 nm e moda de 85,6 nm (Figura 5A). Por sua vez, as VEs
provenientes de MesenPRO apresentaram concentragéo de 1,29x10'° VEs/ml, com
média de 118,8 nm e moda de 85,5 nm (Figura 5B). Foi possivel observar um perfil
semelhante de concentragcdo e tamanho das VEs obtidas dos meios de cultura DMEM
low glicose e MesenPRO, comprovando a nao influéncia dos meios de cultura no
isolamento e caracterizacdo das VEs. Portanto, estabelecemos o isolamento de VEs

provenientes de DMEM low glicose para os experimentos futuros.

30



ES

5.0

4.0+

204

Concentragio (VEs/ml)
- I !
i
Concentragio (VEs/ml)

1.04

0.54 05
i ) 31 389 486 d ik’ i1 404_440
T

T T T T ] 0 T T T —
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500

Tamanho (nm) Tamanho (nm)

Figura 5. Caracterizagdo das vesiculas extracelulares (VEs) provenientes de células-tronco
mesenquimais adiposas. Concentragdo (VEs/ml) e tamanho (nm) das VEs provenientes do
sobrenadante de cultura celular em meio DMEM low glicose (A) e MesenPRO (B) por
NanoSight NS300.

4.3 Padronizacgao e caracterizacao da eletroporagao de miRNA-200c e 200b em

VEs de células-tronco mesenquimais adiposas.

As amostras de VEs/miRNA-200c apresentaram concentragao de 1,53 x 10°
VEs/mL, com tamanho médio de 148,7 nm e moda de 120,1 nm (teste 1; Tabela 3;
Figura 6A), e concentragao de 1,09 x 10° VEs/mL, com tamanho médio de 152,5 nm
e moda de 104,1 nm (teste 2; Tabela 2; Figura 6B). Outros ensaios de eletroporacao
com o miRNA-200c também foram realizados; entretanto, observaram-se baixa
concentragado de VEs e perfil fragmentado nas anélises de NTA, sugerindo possivel

degradacéao das vesiculas
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Tabela 3. Concentracdes obtidas em cada teste apos eletroporagao de miRNA-200c

em vesiculas extracelulares (VEs) provenientes de células-tronco mesenquimais.

Teste | Tampao Concentracao Programa Concentragao
miRNA-200c de VEs obtidas
1 T 100 pmol Exponencial decay; | 1,53x10° VEs/ml

150V;100pF;1 pulso

2 TA 200 nmol Exponencial decay; | 1,09x10° VEs/ml
150V;100uF;1 pulso

Legenda: T.1 (Tampéo 1); T.2 (Tampao 2); V (voltagem); ms (milissegundo).
A B
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Figura 6. Caracterizagao das vesiculas extracelulares (VEs) encapsuladas com miRNA-200c
por analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA). VEs provenientes de células-tronco
mesenquimais adiposas foram eletroporadas com parémetros variados e caracterizadas de
acordo com a concentragao (VEs/ml) e tamanho (nm) por NanoSight NS300 (A) teste 1 — 100

pmol; (B) teste 2 — 200 nmol.

As amostras de VEs/miRNA-200b apresentaram concentragdes de 6,65 x 109,

5,96 x 10° e 1,29 x 10° VEs/mL nos testes 1, 2 e 6, respectivamente (Figura 7A, 7B e
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7F). Nos testes 3 a 5 e 7 a 8, as concentragbes variaram entre 4,80 x 10% e 8,40 x 108
VEs/mL (Figura 7C-E, 7G e 7H) (Tabela 4). Os valores de média e moda do tamanho
das particulas foram, respectivamente: 115,4 nm e 62,9 nm (teste 1); 136,4 nm e 87,1
nm (teste 2); 172,8 nm e 140,4 nm (teste 3); 218,9 nm e 105,6 nm (teste 4); 129,6 nm
e 98,8 nm (teste 5); 129,8 nm e 97,1 nm (teste 6); 173,2 nm e 116,8 nm (teste 7); e
163,1 nm e 160,1 nm (teste 8).

Tabela 4. Concentragdes obtidas em cada teste apos eletroporacédo de miRNA-200b

em vesiculas extracelulares (VEs) provenientes de células-tronco mesenquimais.

Teste | Tampao Concentragao Programa Concentragcao
miRNA-200b de VEs obtidas
1 T 10 nmol Square wave; 150V; | 6,65x10° VEs/ml
10ms; 1 pulso
2 T.1 100 nmol Square wave; 150V; | 5,96x10° VEs/ml
10ms; 10 pulsos
3 T.2 10 nmol Square wave; 150V; | 5,8x10% VEs/ml
10ms; 10 pulsos
4 T.2 100 nmol Square wave; 750V; | 4,8x10% VEs/ml
5ms; 2 pulsos
5 T4 100 nmol Exponencial decay; | 8,23x108 VEs/ml
200V;100pF;1 pulso
6 TA 100 nmol Exponencial decay; 1,29%x10° VEs/ml
150V;100uF;1 pulso
7 T 100 pmol Exponencial decay; | 8,40x108 VEs/ml
150V;100uF;1 pulso
8 TA 200 pmol Exponencial decay; | 6,43x108 VEs/ml
350V;100uF;1 pulso
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Figura 7. Caracterizagao das vesiculas extracelulares (VEs) encapsuladas com miRNA-200b
por analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA). VEs provenientes de células-tronco

mesenquimais adiposas foram eletroporadas com parametros variados e caracterizadas de
acordo com a concentracao (VEs/ml) e tamanho (nm) por NanoSight NS300 (A) teste 1; (B)
teste 2; (C) teste 3; (D) teste 4; (E) teste 5; (F) teste 6; (G) teste 7; (H) teste 8.
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Dessa forma, considerando a concentracéo e a distribuicdo de tamanho das
VEs/miRNA-200s, foram selecionados os testes 1 e 2 (Tabela 3) e os testes 2,6 e 7
(Tabela 4) para a quantificagdo da expressao dos miRNA-200s por PCR quantitativa

em tempo real (RT-gPCR).

4.4 Caracterizagao das VEs provenientes das MSCs e VEs/miRNA-200s por

Microscopia eletronica de transmissao (TEM).

Nas amostras provenientes de células-tronco mesenquimais (MSCs),
observou-se a morfologia classica em forma de taga (cup-shaped), frequentemente
descrita na literatura para VEs (Szatanek et al., 2017; Jung & Mun, 2018). As VEs
eletroporadas com miRNA-200b também apresentaram morfologia compativel com
vesiculas extracelulares preservadas, exibindo estruturas esféricas bem definidas e
bicamada lipidica mais evidente e delimitada. Esses achados sugerem que as
condicbes de eletroporacido utilizadas permitiram a incorporagdo do miRNA sem
comprometer significativamente a integridade estrutural das vesiculas, corroborando
os resultados obtidos nas analises de NTA. Por outro lado, nao foi possivel identificar
estruturas compativeis com VEs nas amostras eletroporadas com miRNA-200c, sendo

necessaria nova caracterizagao.

VEs
Células-tronco mesenquimais

VEs/ miRNA-200b

Figura 8. Caracterizagdo das vesiculas extracelulares (VEs) por microscopia eletronica de
transmissdo (TEM). Amostras de VEs provenientes de células-tronco mesenquimais e

VEs/miRNA-200b com detecgao de morfologia classica. Escala de barra: 50, 100 e 200.
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4.5 Confirmacgao da inser¢gao do miRNA-200s nas VEs através de PCR
quantitativa em tempo real (RT-PCR).

Nossos resultados demonstraram aumento da expressao relativa de miRNA-
200b no teste 2.1, submetido ao estimulo de 1x10® VEs/mL, e nos testes 6 e 7,
utilizando estimulo de 1x10® VEs/mL. Esse aumento também foi observado nas VEs
naturalmente derivadas das MSCs. Em contrapartida, os estimulos de 1x10° e 1x10”
VEs/mL utilizando VEs eletroporadas provenientes dos testes 2 e 7.1 apresentaram
reducdo da expressao relativa de miRNA-200b quando comparados ao grupo controle
(células nao tratadas) (Figura 9A). Em relacdo ao miRNA-200c, observou-se baixa
expressao relativa apds o processo de eletroporagao sugerindo que a eletroporagao
nao foi satisfatoria, podendo ser explicado por degradacao das VEs e miRNA durante
a aplicacdo dos pulsos e voltagem e confirmado também pela dificuldade de
caracterizacao das VEs dessas amostras por TEM. De forma inesperada, foi
observado aumento significativo da expressao de miRNA-200c nas VEs derivadas de

MSCs quando comparadas as VEs submetidas a eletroporagcdo com miRNA-200c

(Figura 9B).
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Figura 9. Validagao do carregamento de miRNA-200s em vesiculas extracelulares (VEs)
provenientes de células-tronco mesenquimais por PCR quantitativa em tempo real (RT-
PCR). Expresséo relativa de miRNA-200b (A) e miRNA-200c (B) em VEs carregadas por
diferentes testes de eletroporacdo em comparagao ao controle. U6 foi utilizado como
controle enddgeno. A andlise estatistica foi realizada usando one-way ANOVA, com pds-
teste de Dunnett’s multiplas comparacdes. Os dados sao apresentados como média +

desvio padrao da média. * p < 0,05.
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4.6 Ensaio de viabilidade celular - MTT

Os resultados mostraram que, no tratamento com 107 VEs/ml em 24h, houve
diminuicdo da viabilidade celular para 87,5% nas VEs/miRNA-200b comparadas as
VEs provenientes das células-tronco mesenquimais (Figura 10 A), entretanto a
viabilidade celular se reestabelece nos tempos posteriores analisados (Figura 10 B,
C). O tratamento com 108 VEs/ml apresentou discreta redugdo da viabilidade celular
para 92,33% nos tempos de 24h e 48h com reducgao significativa para 86.5% no tempo
de 72h (Figura 10 A-C). Por sua vez, o tratamento com 108 VEs/ml ndo mostrou
eficacia na diminuigdo da viabilidade celular (Figura 10 A-C). E possivel inferir que as

VEs/miRNA-200b n&o apresentaram efeito citotoxico nas células MDA-MB-231.
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Figura 10. Analise do efeito das VEs/miRNA-200b na viabilidade celular da linhagem MDA-
MB-231 através de ensaio de MTT. As células MDA-MB-231 foram tratadas com VEs controle
e VEs/miRNA-200b nas concentragdes de 106, 107 e 108 VEs/ml nos tempos de 24h (A), 48h

(B) e 72h (C). Os dados sao apresentados como média + desvio padrdo. * p < 0,05.
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5. Discussao

Inicialmente, observou-se que as células-tronco mesenquimais derivadas de
tecido adiposo humano mantiveram caracteristicas morfoldégicas compativeis com
aquelas descritas na literatura, mesmo apos adaptagcao para cultivo em meio DMEM
low glucose. A preservacdo do padrdo fibroblastoide e do crescimento celular
adequado sugere que essa condi¢cao experimental foi suficiente para manutengao das
caracteristicas basicas das MSCs, permitindo sua utilizagdo como fonte de vesiculas
extracelulares. Além disso, a adogdo desse meio de cultura representou uma
alternativa economicamente viavel para a continuidade do projeto sem comprometer
a qualidade biolégica das células utilizadas.

A caracterizagao das vesiculas extracelulares demonstrou que os meios de
cultivo DMEM low glucose e MesenPRO produziram populagbes vesiculares com
concentragdes e distribuicbes de tamanho semelhantes. Esses resultados sugerem
que a substituicdo do meio especifico para MSCs por DMEM low glucose nao exerceu
influéncia substancial sobre os parametros avaliados das vesiculas isoladas. Dessa
forma, os dados obtidos sustentam a utilizagcdo das MSCs cultivadas em DMEM low
glucose para os experimentos subsequentes, contribuindo para a padronizagéo
metodoldgica do estudo. Além disso, a caracterizacdo demonstrou distribuicdo de
tamanho compativel com populagdes enriquecidas em small extracellular vesicles,
conforme descrito pelas diretrizes MIESEV2023. Segundo a International Society for
Extracellular Vesicles, a caracterizacdo adequada dessas particulas deve incluir
analises complementares de concentragao, distribuicdo de tamanho e morfologia,
uma vez que nenhuma técnica isolada é capaz de confirmar plenamente a identidade
das vesiculas extracelulares (THERY et al., 2024). Nesse contexto, a combinacéo de
analises de rastreamento de nanoparticulas (NTA) e microscopia eletrébnica de
transmissao empregadas neste trabalho contribuem para aumentar a confiabilidade
da caracterizacdo das amostras analisadas.

Em relacdo ao carregamento dos miRNAs por eletroporacéo, os resultados
evidenciaram um dos principais desafios observados ao longo do trabalho. Embora
essa técnica seja amplamente utilizada para a incorporagao de moléculas terapéuticas
em vesiculas extracelulares, os parametros empregados durante o procedimento
podem influenciar significativamente a eficiéncia de encapsulamento, bem como a
integridade estrutural e a recuperacao das particulas apds o processamento (LENER
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et al., 2015). No presente estudo, observou-se redugéo consideravel da concentragéo
de vesiculas apos determinados protocolos de eletroporacédo, especialmente em
algumas condigdes empregadas para o miR-200c. O perfil heterogéneo das VEs pode
estar relacionado as diferentes voltagens e ao numero de pulsos empregados durante
a eletroporagdo. Com base nos resultados obtidos neste estudo e em outros ensaios
realizados pelo laboratério, observou-se melhor preservacéo da integridade das VEs
quando utilizado o tampao 1, na voltagem de 150 V, com 1 ou 10 pulsos, empregando
0s programas square wave e exponential decay. Adicionalmente, verificou-se
aumento do didmetro médio das particulas em determinados grupos experimentais, o
que pode estar relacionado a agregacao vesicular ou a alteragdées da membrana
induzidas pelos pulsos elétricos. Resultados semelhantes ja foram descritos por
Kooijmans et al. (2013), que demonstraram que a eletroporagdo pode promover
agregacao de RNA e interferir na interpretagdo da eficiéncia de carregamento em
vesiculas extracelulares. Os resultados obtidos por microscopia eletrbnica de
transmissao reforcam essa hipdtese. Enquanto as vesiculas derivadas das MSCs
eletroporadas com miR-200b apresentaram morfologia compativel com a literatura
(THERY et al., 2024), n&o foi possivel identificar estruturas vesiculares preservadas
nas amostras eletroporadas com miR-200c. Entretanto, a auséncia de estruturas
visualizadas por microscopia eletrdnica ndo constitui evidéncia direta de degradacgao
das vesiculas extracelulares, uma vez que fatores como baixa concentracdo de
particulas, perdas durante o preparo das grades, agregagao vesicular e limitagcoes
inerentes a propria técnica de microscopia podem comprometer a detec¢céo adequada
das amostras (THERY et al., 2024; WELSH et al.,2024). Dessa forma, analises
complementares serdo necessarias para determinar com maior precisdo se as
alteragdes observadas decorreram dos parametros de eletroporagdo empregados ou
de limitagcdes associadas aos métodos de caracterizagao utilizados.

A validacado do carregamento dos miRNAs por RT-gPCR demonstrou que a
eficiéncia da incorporagao dos miRNAs para as células-alvo foi limitada. Embora
alguns grupos tratados com vesiculas contendo miR-200b tenham apresentado
aumento da expressao relativa desse miRNA, os resultados foram heterogéneos entre
as diferentes condicdes experimentais. De maneira particularmente relevante,
observou-se baixa expressao relativa de miR-200c nas amostras submetidas a

eletroporagdo. Esse achado sugere que os parametros de eletroporagéo utilizados
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podem nao ter sido adequados para promover carregamento eficiente do miR-200c,
ou que parte do material introduzido nao tenha permanecido associada as vesiculas
apos as etapas de processamento e purificagdo. Outro aspecto que merece destaque
€ a possibilidade de que os mecanismos enddgenos de empacotamento de miRNAs
presentes nas MSCs sejam mais eficientes do que a incorporagéo artificial promovida
pela eletroporacdo. Evidéncias recentes indicam que a selegdo de RNAs para
carregamento em vesiculas extracelulares ndo ocorre de maneira aleatéria, mas
envolve processos biolégicos altamente regulados, dependentes da interagdo entre
proteinas ligantes de RNA e sequéncias especificas dos transcritos, o que contribui
para o enriquecimento seletivo de determinados miRNAs nas vesiculas (Mateescu et
al., 2017; Shurtleff et al.,, 2016). Dessa forma, a simples introdugcdo exdégena de
miRNAs nem sempre resulta em encapsulamento eficiente, sendo essa uma limitacao
reconhecida nas estratégias experimentais de carregamento artificial de vesiculas
extracelulares (Mateescu et al., 2017).

A avaliacao da viabilidade celular por meio do ensaio de MTT foi realizada com
o objetivo de investigar possiveis efeitos citotoxicos decorrentes da exposi¢cado das
células MDA-MB-231 as vesiculas extracelulares carregadas com miR-200b. Os
resultados demonstraram que o tratamento ndao promoveu redugao expressiva da
viabilidade celular nas condi¢gdes analisadas, indicando que as vesiculas utilizadas
nao apresentaram toxicidade significativa para as células-alvo. Embora tenha sido
observada discreta redugdo da viabilidade em alguns grupos experimentais,
especialmente apds 72 horas de tratamento com a concentragao de 108 VEs/mL, tais
alteragdes foram pouco pronunciadas e nao sugerem efeito citotoxico relevante.
Esse resultado € particularmente importante considerando a proposta terapéutica do
estudo, uma vez que a utilizacido de vesiculas extracelulares como sistemas de
entrega de miRNAs depende da manutengdo de um perfil de seguranga adequado.
Nesse contexto, a auséncia de toxicidade significativa sugere que tanto as vesiculas
extracelulares derivadas de MSCs quanto o processo de carregamento empregado
nao comprometeram substancialmente a viabilidade celular nas condigdes
experimentais avaliadas.

6. Conclusao

Em conjunto, os resultados obtidos demonstram que as MSCs constituem uma
fonte viavel de vesiculas extracelulares e que o protocolo de isolamento empregado
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permitiu a obtencdo de particulas com caracteristicas compativeis com aquelas
descritas na literatura. Entretanto, os dados também evidenciam que a etapa de
eletroporagao ainda requer otimizagao, especialmente para o carregamento do miR-
200c. A baixa eficiéncia observada na incorporagcao desse miRNA limita, até o
momento, a avaliagdo conclusiva de seu potencial como estratégia para modulagao
da EMT em células de cancer de mama. Dessa forma, estudos futuros deverao
concentrar-se na padronizagao dos parametros de eletroporagao, na confirmagao da
eficiéncia de encapsulamento e na realizagdo de ensaios funcionais voltados a analise
de migracéo, invasao celular e expressdo de genes associados a EMT, permitindo

uma compreensao mais abrangente do potencial terapéutico dessa abordagem.
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