de miciacao cientifica
. , ISSN: 2359-232X
INTERACAO DAS CELULAS TRONCOS MESENQUIMAIS HUMANAS
E SEUS DERIVADOS SOBRE CELULAS TUMORAIS DE ORIGEM

HEMATOLOGICO IN VITRO

INTERACTION OF HUMAN MESENQUIMAL STEM CELLS AND
THEIR PRODUCTS ON TUMOR CELLS OF HEMATOLOGICAL
ORIGIN IN VITRO

INTERACCION DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES
HUMANAS Y SUS DERIVADOS SOBRE CELULAS TUMORALES DE
ORIGEN HEMATOLOGICO IN VITRO

Nathalia Felipe Delgado’, nathaliafelipedelgado@gmail.com
Debora Levy?

Sérgio Paulo Bydlowski?

Jorge Luis Maria Ruiz*

Resumo: A utilizagdo de células-tronco mesenquimais (CTM) ainda apresenta duvidas em quanto a sua seguranga,
encontrando-se estudos controversos que mostram que as CTM podem aumentar ou inibir a proliferacdo de 1 2 4
tumores. Este trabalho buscou identificar os efeitos dos meios condicionados (MC) derivados de CTM sob células

tumorais hematologica. Utilizando ensaios de viabilidade celular, andlise de morte celular por apoptose e andlise

de expressdo de Citocinas mostramos que os MC de CTM causam efeito citostatico da proliferagdo celular de

células tumorais K562-Lucena.
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Abstract: The use of mesenchymal stem cells (MTCs) is still uncertain related to its safety, the estudies are
controversial showing that MTCs may increase or inhibit tumor proliferation. This work aimed to identify the
effects of conditioned media (MC) derived from CTM in hematological tumor cells. Using cell viability assays,
apoptosis cell death analysis and cytokine expression analysis we show that CTM MCs cause cytostatic effect on
tumor cells K562-Lucena cell proliferation.

Keywords: Mesenchymal Stem Cells. Conditioned Medium. Tumor Cells. K562-Lucen.

Resumen: El uso de células madre mesenquimales (CMM) presenta inseguranzas, encontrandose estudios
controvertidos que muestran que as CMM pueden aumentar o inhibir la proliferacion de tumores. Este trabajo
busco identificar los efectos de los medios condicionados (MC) derivados de CMM sobre células tumorales
hematoldgicas. Utilizando ensayos de viabilidad celular, analisis de muerte celular por apoptosis y expresion de
Citocinas mostramos quelas CMM causan efecto citostatico sobre el crecimiento de células tumorales K-562
Lucena.
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Introducio

Células—tronco (CT) sdo células indiferenciadas e, conforme o tecido de origem pode
ser dividido em dois grupos: Células-Tronco Embrionarias (CTEs) e Células-Tronco Somaticas
(CTSs). As CTEs s@o caracterizadas por serem células pluripotentes, pois sdo capazes de
originar tipos celulares dos diferentes folhetos embrionarios (mesoderme, ectoderme e
endoderme). Ja as CTSs sdo caracterizadas como células multipotentes, capazes de originar
poucos tipos celulares diferenciados, geralmente de um unico folheto embrionario (Taupin,
2006).

Na medula 6ssea (MO) sdo encontradas duas populagdes de CTSs, a primeira
populacdo € de células-troncos hematopoiéticas (CTHs), responsaveis de dar origem as células
sanguineas e a segunda populacdo sdo de células-tronco mesenquimais (CTMs), que sdo
responsaveis a dar origem a seus derivados mesenquimais, por exemplo, estroma medular e
adipocitos, e também exercem func¢do de sustentagdo as células estromais da MO. (Fukuchi et
al., 2004). Além da MO, as CTMs sdo encontradas em uma diversidade de tecidos tais como:
tecido adiposo, sangue periférico, polpa dental em tecidos adultos; ¢ nos tecidos fetais e
perinatais, como o sangue do corddo umbilical, o liquido amnidtico ¢ a geléia de Wharton (Hass
et al., 2011). Dentre de suas principais caracteristicas destacam-se a capacidade de auto-
renovagdo e de diferenciagdo em diversos tipos celulares, (Janz et al., 2013) exercendo assim,
uma fun¢do regenerativa de tecidos lesionados. As CTMs sdo faceis de isolar, e apresentam alta
capacidade de proliferacdo e um potencial elevado de diferencia¢do celular (Hwang, 2009).
Essas caracteristicas das CTMs tém atraido interesses no seu uso terapéutico na medicina
regenerativa. (Janz et al., 2013; Hwang, 2009; Battiwalla & Hematti, 2009).

Friedenstein et al. em 1974, introduziram o conceito de células tronco mesenquimais
(CTMs). Perceberam que as células da medula 6ssea em cultura em monocamadas eram
aderentes ao plastico e a populagdo celular se desenvolvia em um formato de espicula (Janz et
al., 2013) e as denominou como unidades de coldnias formadoras de fibroblastos (UFC-F). —
(Janz et al., 20013). Em cultivo celular essas células UFC-F ficavam de dois a quatros dias
inativas, passado esse periodo comegavam aceleradamente a se proliferarem. Conforme essas

células ficavam maior tempo em cultivo, apresentavam uma aparéncia fibroblastoide. Células
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clonais derivadas de UFC-F individuais foram induzidas a diferenciacdo em laboratério,
resultando células de osso, cartilagem e elementos estromais (Castro-Malaspina et al. 1980;
Friedenstein et al., 1974). Com esse resultado, as UFC-F passaram a ser denominadas de
células-tronco mesenquimais (CTMs), porque continham habilidade de diferenciacdo celular

do tipo mesenquimal (Friedenstein ef al., 1974).

Em 2005, o Comité de Células Tronco Mesenquimais ¢ Teciduais da Sociedade
Internacional de Terapia Celular (ISCT — do inglés, International Society for Cellular Therapy)
propos trés critérios minimos para a classificagdo de CTM. A primeira ¢ que MSCs sdo isoladas
de uma populagdo de células mononucleares com base a sua aderéncia seletiva, em cultura, a
superficie do plastico, A segunda ¢ que as expressdes de CD105, CD73 ¢ CD90 estejam
presentes, e que CD34, CD45, CD14, ou CD11b, CD79, ou CD19 ¢ HLA-DR ndo sejam
expressos em mais de 95% das células em cultura. Por fim, que as células possam ser

diferenciadas em osso, gordura e cartilagem (Friedenstein et al., 1974; Janz et al., 2009).

Uma questdo importante a ser abordada em rela¢do a biologia das CTMs in vitro ¢é a
idade do doador. Estudos demonstraram que no cultivo celular de doadores com maior idade,
as CTMs apresentavam uma menor taxa de proliferagdo deste nas primeiras passagens (Silva,
2009). A maioria dos estudos relacionados a habilidade de diferenciagdo das CTMs de acordo
com a idade do doador propde que ao aumento da idade do doador hd uma queda nas células
positivas para fosfatase alcalina em UFU-F. Entretanto, um grupo de pesquisadores ndo
constatou diferengas quanto a idade do doador para o potencial de diferenciacdo ostogénica e
adipogénica in vitro, nem de diferenciagdo ostogénica in vivo (Silva, 2009).

Uma investigacdo evidenciou que o potencial condrogénico das CTMs sofre uma
reducdo conforme a idade (Silva, 2009). Outro estudo relacionou a suscetibilidade de
transformagdo de CTMs em cultura e verificou se suas propriedades bioldgicas continuavam
adequadas para terapia celular. O resultado mostrou uma variabilidade na proliferagdo e na vida
util das células. Células de pacientes maiores ndo apresentaram anormalidade cromossomica e
nenhuma acdo da enzima telomerase, e os telomeros encurtaram durante o periodo de cultura.
(Silva, 2009). A conclusdo na pesquisa foi que as CTMs derivadas de medula 6ssea podem ser
manuseadas in vitro, pois ndo proporcionam riscos de ocorrer transforma¢des malignas, e sendo

assim, resultam ideais para serem usadas em terapias celulares (Silva, 2009)

Rev. Bras. de Iniciacio Cientifica (RBIC), Itapetininga, v. 5, n.2, p. 124-139, 2018.

Edicao Especial Universidade Federal da Integracao Latino-Americana (UNILA)

126




de mciacao cientifica

No conceito de senescéncia replicativa nas CTMs isoladas de origem humana uma
pesquisa estudou os efeitos moleculares da senescéncia replicativa nas passagens tardias. Para
tal, fizeram analises de naturezas morfoldgicas, imunofenotipicas e de diferenciacdo das CTMs
in vitro. Os resultados constataram entre as passagens 7 e 12 haviam alteracdes morfologicas e
dos marcadores especificos. Houve também, uma reducdo da proliferagdo de células
adipogénicas e um acrescente do potencial osteogénico. Foi observado também modificagdes
na expressdo génica global ao decorrer dos subcultivos das CTMs (Wagner et al., 2008).

As células tumorais podem atuar como tecido danificado, recrutando células-tronco.
E conhecido que comportamento do tumor e sua progressio ndo estdo relacionados
simplesmente com as células tumorais, mas também com uma diversidade de células e
moléculas ndo tumorais como células do sistema imunolégico, células estroma mesenquimal,
citocinas, fatores de crescimento etc. (Melzer et al., 2016) fazem partem do microambiente e
afetam o comportamento do tumor, pois interagem por meios diretos e indiretos fazendo que as
células tumorais mudem suas propriedades. Tendo isso em vista, pesquisas t€m sido
desenvolvidas relacionadas as células ndo tumorais que vivem no microambiente do tumor com
o intuito de compreender seu funcionamento para serem usados como alvos terapéuticos

(Melzer et al., 2016; Sun et al., 2014).

Varios estudos reportaram que as CTMs provenientes da medula 6ssea incrementam o
crescimento in vivo das células tumorais de colon, linfoma e melanoma e que contribuem para
a sobrevivéncia de células de linfoma folicular. (Ame-Thomas, 2007; Zhu et al., 2009; Djouad,
2003). Controversamente, outros grupos tem reportado que fatores derivados de células-tronco
podem induzir a diferenciacdo do tumor ou a morte direta das células tumorais, como foi
demonstrado principalmente in vitro (Zhu et al., 2009; Ramasamy, et al., 2007; Marleau et al.,
2012; Qiao et al., 2008). As CTMs derivadas de tecido adiposo inibem a proliferagdo de células
de leucemia primaria. Este efeito ¢ mediado pela proteina solivel DKK-1 , que é regulado pelo
fator de transcricdo Nanog (Zhu et al, 2009). Também suprimiram tumores pancreaticos
mediante a alteragdo na progressao do ciclo celular em cultivos in vitro, onde foi encontrado

um incremento na fase G1 conduzindo a parada nesta face do ciclo celular (Cousin et al.,2009).

Como ja mencionado, células ndo tumorais e tumorais tém interagdes direta e

indiretamente que causam distintos tipos de comunicacdo intracelular. E as CTMs que estdo
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no microambiente do tumor exercem uma a¢do sobre o sistema imune. Os estudos dos
mecanismos de acdo das CTMs indicam que estas tém a capacidade de produzir a anergia do
sistema imune. Este efeito imunorregulador parece ser mediado através do contato célula-célula
e mediante a liberagdo de mediadores soluveis que condicionam o microambiente no qual estas
células se encontram. (Kode ef al., 2009) Além disso, as CTMs apresentam uma atividade

imunogénica minima ou quase ausente (Ponte et al., 2007).

Nas células T as CTMs atenuam as respostas dos antigenos especificos, tanto das células
T naive quanto das células T de memoria, esse fato acontece de maneira independente de células
dendriticas (Krampera et al. 2002). Um estudo submeteu os meio condicionado (MC) de CTMs
durante um periodo de 24-48 a diversos imunoensaios. O ensaio de linfocitos mistos apresentou
efeitos imunossupressores que inibiram TNF-o e INF das células T afetando assim, o

reconhecimento e a expansao das células T (Caplan, 2007).

As CTMs humanas em co-culturas com as células B indicaram uma parada do ciclo
celular na fase GO/G1, ou seja, houve uma inibi¢do da proliferagdo de células B. Além disso,
as CTMs afetaram as caracteristicas quimiotaticas das células B, mas ndo interfere na producao
de citocinas (Corcione et al, 2006). In vitro as CTMs excitam a secre¢do de anticorpos das
células B e dependendo do nivel dessa estimulacdo das CTM nas células B, pode haver um

aumento ou uma diminui¢do de anticorpos (Rasmusson et al., 2007).

As CTMs agem nas propriedades das células dendriticas regulando a diferenciacao,
maturagdo ¢ na funcionalidade dessas células. Na maduragdo atuam bloqueando a sua
diferenciagdo em monocitos e nos precursores da medula 6ssea. Além do mais, durante a
madurag¢@o as células dendriticas impedem o acréscimo da expressdo de CD1A, CD40, CDS8O0,
CD86 ¢ HLA-DR mantendo-as em um estado de imaturagdo (Gur-Wahnon et al., 2007). Gur-
Wahnon et al. sugeriam que as CTMs sdo capazes de instigar um fendtipo supressorio ou
inibitério nas células dendriticas. Isto foi comprovado quando fizeram procedimentos
experimentais em camundongos, que concluiu que as CTMs se comportavam como agentes

protetoras contra a da Doenga do Enxerto-Contra-Hospedeiro (DECH).

Uma interagdo indireta entre as CTMs e as células tumorais ¢ pelo exossomas Um

trabalho relatou que os exossomas provenientes de células tumorais da prostata estimulam as
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CTM a se diferenciar em ostedcitos ¢ em miofibroblastos, além de ter a agdo pro-angiogénicos,
dessa forma estimulando o desenvolvimento de tumores (Melzer ef al., 2016). Uma pesquisa
observou que os exossomas oriundos do corddo umbilical humano e da geléia de Wharton
tinham efeitos antitumorais em células tumorais da bexiga, pois estimulavam a parada do ciclo

celular e induziam a apoptose, tanto in vitro como in vivo (Melzer et al., 2016).

Outra interagdo pesquisada verificou a ativagdo dos receptores de superficie das CTM
poderiam inibir a agdo tumoral. A ativacdo do receptor do tipo Toll 4 (TLR4) das CTMs com a
estimulagdo de um lipopolissacarido (LPS), secretavam mediadores pro-inflamatorios tais
como, citocinas IL-17, IL-3, macrofagos proteina inflamatdria-1 beta (MIP1b), e fator
estimulador de colonias de granuldcitos-macrofagos (GM-CSF). Experimentos realizados in
vitro demonstraram que quando o receptor tipo Toll 4 (TLR4) das CTM quando ativados sdo
capazes de promover acao inflamatéria nos tumores de pulmao e de ovario, resultando que as

CTM, com o TLR4 ativado, resultam danosas a progressdo tumoral (Sun et al., 2014).

Atualmente, as CTMs tém relevancia predominantemente nos transplantes,
particularmente no transplante de medula 6ssea apds quimioterapia em pacientes oncologicos.
As CTMs formam parte do estroma que sustenta a hematopoiese que, apds quimioterapia,
encontra-se danificado. Estudos em animais demostraram que o transplante conjunto de células-
tronco hematopoiéticas (CTHs) e CTMs podem reparar o tecido e gerar um microambiente
propicio para a hematopoiese, melhorando assim o resultado do transplante (Devine &
Hoffman, 2000; Kim et al., 2013; Pontikoglou, 2011; Le Blanc, 2007). Além disso, as CTM
apresentarem uma vantagem de regulacdo do sistema imune, (Janz et al., 2013) que possibilita
evitar a rejei¢ao do tecido ou o6rgdo transplantado pelo hospedeiro (Hwang, 2009) dessa forma
pode reduzir a doenga do enxerto contra hospedeiro, na qual é responsavel pelo os fracassos
nos transplantes (Hwang, 2009).

Existem relatos controversos na literatura indicando que as CTMs podem aumentar in
vitro e in vivo a proliferacdo de linhagens tumorais e em outros casos inibi-la. Esses
comportamentos das CTMs estdo relacionados ao ambiente na qual se encontram e também de
acordo com sua origem. Para uma melhor elucidagdo da interagdo das CTMs com cancer, faz-
se necessario estudos mais aprofundados sobre esse tema. Tendo em vista a importancia de se

estudar mais a relacdo CTMs e células tumorais, a presente pesquisa teve como objetivo analisar
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os efeitos dos meios condicionados produzidos pelas CTMs de diferentes fontes sob células

tumorais de linhagem hematologica para determinar o tipo de interacdo existente.

Metodologia

Culturas celulares. Com o intuito de comparar a heterogeneidade das CTMs de
diferentes origens utilizaram-se trés linhagens de CTMs isoladas no Laboratério de Genética e
Hematologia Molecular (LIM-31) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (FMUSP). As CTMs utilizadas foram CTMs derivadas de geléia de
Wharton (CU), liquido amniético (LA) e tecido adiposo (TA).

Isolaram-se estas células pela capacidade de aderéncia em plastico, foram expandidas,
caracterizadas e congeladas em nitrogénio liquido até o momento de utiliza-las. Trés amostras
de cada linhagem foram descongeladas e expandidas in vitro, cultivadas em meio o-MEM
(Sigma-Aldrich®, EUA), suplementadas com 20% de soro fetal bovino (SFB; Gibco, Brasil),
penicilina 100U/ml e com estreptomicina 100 pg/ml (Sigma-Aldrich®, EUA) e acondicionadas

em incubadora a 37 °C com atmosfera de COz a 5% (Thermo Forma, EUA).

Para a linhagem de célula tumoral hematoldgica utilizou-se no estudo a linhagem
comercial K562-Lucena (LMC resistente a vincristina). Estas células foram cultivadas em meio
RPMI-1640 com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco, Brasil), penicilina 100U/ml e com
estreptomicina 100 pg/ml (Sigma-Aldrich®, EUA) mantidas em incubadora de CO» (Thermo
Forma, EUA).

Meios condicionados (MC). Os meios condicionados (MC) de CTMs foram obtidos
de culturas de CTMs de geléia de Wharton (CU), liquido amniotico (LA) e tecido adiposo (TA).
Quando as células atingiram 80 de a confluéncia, o meio foi trocado e 10 mL de a-MEM 10 %
de SFB foram adicionados. Apos 24 h de incubagdo, o MC foi separado, centrifugado e filtrado
(0,45 uM). O pH e a osmolaridade foram corrigidos, ¢ os MCs aliquotados ¢ estocados a -20

°C até o momento de uso.
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Ensaio de proliferacio celular. A fim de analisar os efeitos dos MCs na proliferacdo
celular na linhagem tumoral realizou-se o ensaio de proliferacao celular por MTT.

Células de tumores hematologicos cultivados em meio de a-MEM foram semeadas em
placas de 96 pogos (Corning, EUA) com 1x10° células por pogo. Incubaram-se as células com
concentragdes de MCs de diferentes origens (de 0.01% a 100 %) por 24 horas. Apo6s 24 horas
acrescentou-se 10 pL de solugdo MTT e, apos 4 h, os cristais de formazan foram dissolvidos
com dimetilsulfoxido (DMSO) e determinou-se a viabilidade celular por quantificacdo da
absorbancia a 570 nm e 630 nm em espectrofotometro (Spectramax Paradigm® Molecular

Devices, LLC) (Peres et al., 2008).

Analise de morte celular por apoptose. A inducido de morte celular por apoptose foi
estudada utilizando o kit Annexin-V/PI (BD Pharmigem, USA) que detecta exteriorizacdo de
fosfatidilcolina em células apoptdticas. Em placas de 96 pocos plaquearam-se as células
tumorais K562-Lucena (1x10* cel/pogo) que foram tratadas por 24 h com os MCs, na
concentracdo determinada nos experimentos de viabilidade celular que induz a menor
viabilidade. As células foram incubadas com 1uLl de anexina V ¢ 0,5 puL de iodeto de propidio
(PI) e incubadas protegidas da luz. As placas foram adquiridas por microscopia de fluorescéncia

no ImageXpress® Micro XL (Molecular Devices, LLC).

Analise de expressao de citocinas. A fim de analisar a presenca de citocinas nos MCs
foi utilizado o kit Human Cytokine Array Kit, Panel A (R&D Systems) que possibilita detectar
até 36 citocinas, quimosinas e proteinas de fase aguda. O experimento foi realizado seguindo

as instrugdes do fabricante.
Analise estatistica. Os dados foram avaliados mediante ANOVA, seguido do teste Pos-

hoc Bonferroni (GraphPad Prism 5®). Os resultados serdo expressos como média = DP em

triplicata considerando um valor de p<0,05 estatisticamente significativo.
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Resultados
Os resultados do experimento de viabilidade celular por MTT permitiram determinar
que alguns meios condicionados apresentaram efeito inibidor na proliferacdo celular nas células

K562-Lucena.

O grafico 1 mostra o nimero total de células K562-Lucena apos incubagdo durante 24
h com meio condicionado das trés linhagens de CTMs. Os dados foram expressos como média
+ desvio padrido (DP) de trés experimentos diferentes. Foi encontrada diferencia estatistica em
duas amostras de CU e uma de tecido adiposo. As linhagens estudadas de CTM de cada origem
apresentam alta variabilidade entre elas, ¢ maior ainda entre linhagens de CTM com origem
diferente. Além disso, na maioria dos tratamentos foi observado uma diminui¢ao no nimero de
células viaveis. indicando que o MC tem um efeito negativo sobre a proliferacdo celular das

células K562-Lucena.

Grafico 1: Analise de viabilidade celular em células K562-Lucena apds 24 h de incubagdo com
meio condicionado das trés linhagens de CTMs. Os dados sdo apresentados como Media+DP

de trés experimentos e os asteriscos indicam diferencia estatistica com p<0,05.
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Fonte: dados do autor.

O andlise de morte celular por apoptose (grafico 2) ndao mostrou diferencias

estatisticamente significativas com o controle.
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A continuacdo foram avaliados os mediadores soluveis secretados pelas CTMs e as
proprias células tumorais utilizando um microarranjo de Citocinas. O resultado ¢ apresentado
na figura 1. Foi encontrada uma grande diferencia no conjunto de Citocinas secretadas no meio

condicionado de células-tronco mesenquimais.

Grafico 2: Analises de morte celular em células K562-Lucena apo6s incubag¢do durante 24 h com

meio condicionado de diferentes fontes.
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Fonte: dados do autor.

Figura 1: Microarranjo de citocinas. Em a sdo apresentadas as membras incubadas com os
diferentes MC derivados de CTMs e do CT (MC derivado das células tumorais K562-Lucena).
Em B sdo apresentados os valores semiquantitativos das citocinas encontradas expressas nos

MCs. Pode ser observado que células de diferente oriegem expressam um conjunto diferente
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qualitativamente e quantitativamente de proteinas.
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Fonte: dados do autor.

Discussao

O interesse do estudo das CTM vem crescido nos ultimos anos, isso devido o potencial
dessas células se diferenciarem em varios tipos celulares e se auto-renovarem com essas
caracteristicas as CTM exerce uma fun¢o regenerativa de tecidos lesionados. E também, por
terem facilidade de isolamento e, mesmo expandidas in vitro, suas principais caracteristicas
permanecem. Por proporcionar essas caracteristicas e também de ter funcdo imunomodulatoria,
as CTM se tornaram muito atrativas para aplicacdes clinicas como protocolos experimentais

em estudos de diferenciacdo celular, terapia celular e na terapia génica (Caplan, 2007).

Em relagdo ao cancer, segundo Dados da Base Populacional do Instituto Nacional do

Cancer (INCA) a estimativa de cancer para o ano de 2016/2017 no pais eram de 596 mil novos
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casos de cancer, sendo 295.200 novos casos para o sexo masculino e 300.800 novos casos para
sexo feminino. Dentro desse niimero, o numero de casos para leucemia de 5.540 casos em
homens e de 4.530 em mulheres. Em 2018, os novos casos de leucemia aumentaram para
10.800, sendo 5.940 homens e 4.860 mulheres. E no mundo surgem 257 mil casos novos de
leucemia por ano, aproximadamente 60% dos casos acontecem no sexo masculino. Os
tratamentos para esse tipo de cancer sdo: loco-regionais (cirurgia e radioterapia); sistémicas
(quimioterapia, hormonioterapia ¢ imunoterapia). E de reabilitacdo (fisica e psicoldgica)

(Andrade et al., 2013).

O aumento da utilizacdo de células-tronco mesenquimais acompanha a necessidade do
estudo da sua interacdo com os tumores. Na literatura encontram-se controversas sobre se
CTMs aumentam ou inibem a proliferagdo de linhagens tumorais. Nosso estudo vem a
contribuir analisando os efeitos dos meios condicionados produzidos pelas CTM, de diferentes
fontes, sob células tumorais de linhagem hematolégica. E verificar se existem fatores no MC
produzido pelas CTM capazes de virar um farmaco para o tratamento da leucemia mieldide

cronica.

Como pode ser observado no grafico 1, na maioria dos tratamentos encontrada uma
diminui¢@o no numero de células viaveis. Isto indica que o MC exerce um efeito negativo sobre
a proliferagdo celular das células K562-Lucena in vitro. A causa desta diminuicdo de células
pode estar relacionada ao efeito citostatico ou citotoxico dos componentes do MC, desde que o
MC controle ndo provoca diminuigdo de células viaveis como possivel consequéncia do

esgotamento do meio.

Ao avaliar a morte celular por apoptoses ndo foram encontradas diferencias
significativas com o controle, indicando que ndo houve aumento de morte celular por via
apoptdtica. As porcentagem de células encontradas em cada fase (vidveis, apoptose inicial,
apoptose tardia e necroses) sdo normalmente encontradas em células em suspensdo. Estes
resultados indicam que pode existir um efeito citostatico de alguns meios condicionados sobre
a proliferacdo das células tumorais, que ndo aumenta a morte celular mas que inibe a

proliferacdo em relagdo ao controle.
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Em quanto aos fatores que as CTMs secretam, interessantemente, as CTMs expressam
IL-17, em quanto que as células tumorais apresentam o ligando da IL-17. A IL-17 ¢ secretada
normalmente pelos linfocitos Th e tem fung@o pro-inflamatoria, estimulando outras células a
produzir quimiocinas. Por outro lado, no MC de MSC de TA e LA foi encontrada a expressao
de MIF (Macrophage migration inhibitory factor), um inibidor da ativacdo imune de linfécitos.
Estes fatores foram encontrados maiormente expressos, mas outros fatores podem ser
responsaveis dos efeitos desde que Citocinas atuam em baixa concentragdo. Resulta necessario
estudar em mais detalhes estas Citocinas, e avaliar o efeito de cada citocina indivualmente

(Corcione et al., 2006).

Em conjunto, estes resultados indicam que as células-tronco podem regular
negativamente a proliferacao de células tumorais K562-Lucena por um mecanismo citostatico.
Novos estudos, que avaliem os efeitos de cada citocina encontrada diferencialmente expressa,

poderao elucidar o fator inibitério.
Conclusao

Os meios condicionados (MC) de células-tronco mesenquimais (CTM) afeta a
proliferacdo celular de células tumorais K562-Lucena, podendo inibir a proliferacdo em
diferente grau dependendo na sua origem. Os MC de CTM possuem varios tipos de citocinas
que, normalmente ndo sdo encontradas no meio das células tumorais K562-Lucena, indicando
um possivel mecanismo de acdo, que pode ser estudado posteriormente para atuarem como

tratamentos terapéuticos.
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