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Resumo

O uso das células mesenquimais estromais multipotentes (CMM) para aplicagdoes na terapia
celular e engenharia de tecidos favoreceu uma revolucao na medicina atual, permitindo
avancgos farmacologicos e no panorama clinico de doengas degenerativas e autoimunes,
até entao incuraveis. A capacidade de diferenciacao e o potencial regenerativo das CMM
torna-se limitado pelas baixas quantidades disponiveis nos tecidos adultos (0,01 & 0,0005%)
juntamente as altas dosagens utilizadas em uma infusdo (aproximadamente 10° células/kg).
Ja que os sistemas tradicionais se mostram ineficientes para suprir a demanda, se faz
necessario o uso de sistemas de cultivos agitados como frascos spinner, e suportes como
microcarregadores, como uma alternativa ttil na expansao celular em larga escala. Apesar
de ser uma técnica bem consolidada, ainda necessitam-se de alguns ajustes, especialmente
no que se refere a tendéncia natural das CMM a formagao de aglomerados, os quais
impedem o acesso aos nutrientes e dificultam a recuperagao das células no final do cultivo.
Sabe-se que aditivos como a dextrana ou suas formas sulfatadas possuem propriedades
anticoagulantes e antiaglomerantes, e mostram-se como uma alternativa promissora para
modular a formagao destes aglomerados. Assim, neste trabalho abordou-se uma perspectiva
de solugao do problema ao se avaliar a influéncia do sulfato de dextrana (SD) nos cultivos
de CMM em frasco spinner. Desta forma foram realizados cultivos da linhagem hMSC-
TERT em frasco spinner contendo o microcarregador Cultispher-S na concentracao de
3g/L, 50 mL de meio de cultura o — M EM suplementado com arginina, glicose, glutamina
e 15% v/v de soro fetal bovino, mantidos a 37 °C numa incubadora de CO; e pH
controlado. Os resultados evidenciam que a adi¢do de SD na concentracao de 0,05% teve
uma influéncia negativa no cultivo, inibindo o crescimento, quando comparado ao controle.
J4 a concentracao de 0,01% SD permitiu o cultivo das CMM. Embora tenha sido observado
a presenca de aglomerados, estes nao atingiram os diametros observados no experimento
controle, permitindo um alto crescimento celular chegando-se a fatores de expansao de
13 vezes. Com as células recuperadas apds a expansao se comprovou a manutencao das
caracteristicas imunofenotipicas através das andlises de citometria de fluxo e a manutencao
da potencialidade pela inducao da diferenciacao em adipdcitos e ostedcitos. Também se
avaliou, seguindo esquema experimental semelhante, um antiaglomerante comercial com

resultados pouco satisfatorios.

Palavras-Chave: Células estromais mesenquimais, Biorreator, Aglomerados, Sulfato de

dextrana.



Abstract

Use of mesenchymal stem cells (MSC) for applications in cell therapy and tissue engineering
allowed a revolution in modern medicine, permitting pharmacological and clininal advances
for treatment of degenerative and autoimmune diseases, until then incurable. Differentiation
and regenerative potential of the MSC becomes limited by the low levels of cells avaiable in
adult tissues (0.01 to 0.0005%) along with the high doses used in an infusion (approximately
10° cells/kg). Since traditional systems are shown to be inefficient to meet the demand,
the use of culture spinner flasks systems and microcarriers as an alternative in large-scale
cell expansion has been necessary. Although a well-established technique, it still requires
adjustments, especially to the natural susceptibility of the MSC to the formation of
agglomerates, which prevent access to nutrients and hampers cell recovery at the end of
culture. It is known that additives such as dextran or its sulfated forms have anticoagulant
and antiagglomerating properties, being an alternative to modulate the formation of these
agglomerates. Thus in this dissertation it will be measured the influence of dextran sulfate
(DS) in MSC cultures in spinner flasks. Therefore, were performed cultures of hMSC-TERT
lineage in spinner flask containing Cultispher-S microcarrier concentration of 3 g/L, 50
ml o« — M EM supplemented culture medium (arginine, glucose, glutamine and 15% v/v
fetal calf serum), maintained at 37 °C in a CO2 incubator and controlled pH. Results
show that the addition of DS in 0.05% concentration had a negative influence on culture,
inhibiting growth when compared to control, however 0.01% DS concentration allowed the
cultivation of MSC. Although the presence of agglomerates has been observed, these did
not reach the diameters observed in the control experiment, allowing a high cell growth by
reaching a 13-fold expansion factor. With recovered cells after expansion, it was proved
the maintanence of the immunophenotypic characteristics by analysis of flow cytometry
and the potential for inducing differentiation into adipocytes and osteocytes. It was also
evaluated, following similar experimental scheme, a commercial anticlumping, however,

the results obtained were not satisfactory.

Key-words: Mesenchymal stem cell, Bioreactor, Agglomerates, Dextran sulfate.
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Introducao

As células-tronco (CT) sao células com capacidade de multiplicacao prolongada ou
ilimitada, que podem- se diferenciar e constituir diferentes tecidos no organismo. Essas
caracteristicas despertaram nos ultimos 20 anos o interesse da medicina por essas células
para aplicagoes em terapia celular e terapia génica (MIMEAULT et al., 2007). Nos dias
atuais, uma surpreendente soma de recursos materiais e humanos é destinada ao estudo
das CT e do seu potencial na regeneragao de tecidos ou de érgaos irremediavelmente
lesados por doengas ou congenitamente malformados, o que se traduz em ensaios clinicos
que involucram células tronco para pelo menos 12 tipos de condicoes patoldgicas, muitos

deles concluidos demostrando seguranga e eficicia (WANG et al.,2012).

Existem duas categorias de células-tronco: as células-tronco embrionarias pluripo-
tentes e as linhagens de células unipotentes ou multipotentes, denominadas células-tronco
adultas, que residem em tecidos diferenciados. (ODORICO et al., 2001).

Populagoes de CT podem ser encontradas na maioria dos tecidos do adulto como
medula éssea, sangue periférico, placenta, cordao umbilical além de diversos tecidos
fetais. Pode-se destacar um tipo de células-tronco mesenquimais derivadas da medula dssea
humana (hMSC), também conhecidas como células tronco esqueléticas, células estromais da
medula dssea ou, como recentemente sugerido pela International Society for Cytotherapy
(ABDALLAH, 2008; HORWITZ, 2005) células mesenquimais estromais multipotentes
(CMM). Embora estas células tenham sido isoladas inicialmente da medula dssea, estao
presente em diversos tecidos adultos como o tecido adiposo (ZUK et al., 2001) misculo
esquelético (BARRY; MURPHY, 2004), tecido epitelial (SLACK, 2000), veia umbilical
(COVAS et al., 2003)

Apesar do potencial de aplicacdo que as CMM tem demonstrado sua utilizacao
esbarra na necessidade de grandes quantidades de células que se encontram em baixas
quantidades nos tecidos (0,01 a 0,0005%) e as altas doses utilizadas numa infusao (aproxi-
madamente 10° células/Kg de paciente) (CAPLAN, 2007; SUBANNA, 2007). Devido a
isso, o desenvolvimento de tecnologias eficientes de expansao in vitro que possibilitem a
obtenc¢ao de grandes quantidades de células com adequada qualidade terapéutica e custo
reduzido é de crucial importancia. Segundo (MARTIN et al.,2004) e (GODARA et al.,2008)
a utilizacao de biorreatores para a expansao de CT parece ser a solu¢ao para atingir esses

objetivos.

As CMM se caracterizam por serem altamente dependentes de ancoramento ou
adesao a uma matriz para poder exercer suas atividades vitais normais. Nos cultivos in

vitro crescem na superficie de frascos de poliestireno especialmente tratado para favorecer
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a adesao de células em monocamadas. Porém, este tipo de cultivo estatico além de nao
permitir um adequado controle das condi¢oes ambientais do cultivo, demanda um extenso

trabalho de manipulagao que aumenta consideravelmente os riscos de contaminacao e o
custo do cultivo (WEBER et al., 2007).

Assim, para aumentar a produtividade celular surge a necessidade da utilizacao de
biorreatores, que sao equipamentos que reproduzem condigoes fisico-quimicas (temperatura,
pH, oxigénio dissolvido) favoraveis para as células com uma menor intensidade das forgas
hidrodinamicas provocadas pela agitacao e oxigenacao, melhor distribuicao dos nutrientes
e eliminacao dos metabdlitos téxicos.(CHICO et al., 2008). Um biorreator muito usado
para estes cultivos celulares em escala de laboratério é o frasco spinner, frasco de vidro
ou plastico com agitador magnético e bracos laterais para a adi¢ao e remoc¢ao de meio de

cultivo e células.

Para poder cultivar células dependentes de ancoramento num biorreator com meio
de cultura liquido se faz necessdria uma matriz sélida com uma area superficial grande e
apropriada para adesao celular. VAN WEZEL (1967) resolveu esse problema com a adigao de
particulas que hoje sdo conhecidas como microcarregadores, ou seja, particulas geralmente
esféricas que servem de suporte para células dependentes de ancoramento (SCHOP et al.,
2008). Na atualidade esta tecnologia estd bastante consolidada e é amplamente utilizada
no cultivo de células animais (BOO et al., 2011;EIBES et al.,2010; FERNANDEZ et al.,
2007; FERRARI et al., 2013; FRAUENSCHUH et al., 2007; HEWITT et al., 2011; JUNG
et al., 2012; MALDA et al., 2004; SART et al., 2009; SCHOP et al., 2008; SUN et al.,
2010; YANG;ROSSI;PUTNINS,2007).

Os sistemas de cultivos agitados como frasco spinner, e o uso de microcarregadores,
tem sido uma alternativa ttil na expansao celular em larga escala. Porém alguns problemas
técnicos ainda precisam ser resolvidos, especialmente no que se refere a tendéncia natural
das CMM a formagao de aglomerados, os quais impedem o acesso de nutrientes ao seu
interior, levando & morte das células. (EIBES et al., 2010; FRAUENSCHUH et al., 2007;
YANG et al., 2007).

Os aglomerados se formam principalmente de acimulos da matriz extracelular. A
matriz ¢ uma rede tridimensional composta por polissacarideos do tipo glicosaminoglicanos
(GAG), 4cido hialurénico, sulfato de condroitina, heparina, sulfato de heparina e queratan
sulfato, que sdo moléculas pouco flexiveis que ocupam um grande volume e fazem com
que a matriz se comporte como um gel. Outro componente fundamental da matriz sao
as proteinas fibrosas, como por exemplo colageno, elastina, fibronectina e laminina, com
fungoes estruturais e adesivas. Entre as principais fungoes da matriz extracelular estao
preencher os espagos nao ocupados pelas células, fornecer resisténcia aos tecidos, agir como

meio para transporte de sinais intercelulares e ancoragem para as células. (Alberts et al.,
2007).
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Os processos de adesao e migracao celular sao mediados por diferentes proteinas,
assim, para os processos de adesao célula-célula, as caderinas tem maior influéncia, ja os
processos de adesdo as superficies sio mediados principalmente pelas integrinas (KOLF et
al., 2007).

Para entender melhor o fendmeno de agregacao, Debruyne e colaboradores (2009)
utilizarem o ensaio de agregagao lenta (Boterberg et al.,2001) para descrever o efeito de
opidides nos processos de adesao célula- célula e célula-substrato para células HEK. Assim
foi observada que a presenca destas substancias diminuim a adesao célula-substrato, o que
pode resultar em mais movimento celular promovendo mais contatos entre as células o

que resulta na formagao de agregados maiores.

Estudos recentes apontam (SANTOS et al., 2010; MOHYELDIN; GARZON-
MUVDI; QUINONES-HINOJOSA, 2010) que o aglomerado ndo tem s6 efeitos negativos
nas culturas de CMM, ja que certas faixas de tamanhos formam nichos naturais de
hipéxia, (condigbes que geram nimero maior de células em comparacao com as condi¢oes
de normoxia), podem melhorar fase de crescimento exponencial, e aumentar a eficiéncia
do metabolismo celular. Outros estudos apresentam as propriedades anti-inflamatorias de
agregados de CMM com um elevado potencial terapéutico (BARTOSH et al., 2010).

Algumas das estrategias para a modulagao dos aglomerados, podem ser encontradas
nos estudos de Ferrari e colaboradores em CMM de porcos onde se sugere redugao da
formagao de aglomerados célula-célula acrescentando ao sistema de cultivo microcarrega-
dores para facilitar a adesao das novas células produzidas pelo crescimento (FERRARI et
al., 2012). J4 outros autores recorrem a utilizagdo de microesferas nao rigidas e que nao
interagem com as células para tentar evitar as colisdes entre microcarregadores e reduzir
ou retrasar a formagao destes aglomerados (MENDONCA,2013).

Quanto ao uso de aditivos para solucionar os problemas de agregacao, é relatado na
literatura o uso de polidnions sulfatados. Assim em estudos realizados com duas linhagens
celulares BTI-TN5B1-4 e IPLB —SF21, observou-se uma redugdo de agregados celulares
quando em contato com substancias sulfatadas como a heparina, sulfato de condritina e o
sulfato de dextrana (SD), de todos as substancias testadas, o sulfato de dextrana (SD)
despertou um grande interesse ao aumentar a viabilidade celular e a produtividade do

cultivo.(DEE et al., 1997).

Outro estudo sugere possiveis efeitos antiapoptéticos do SD. Estes efeitos aumenta-
riam a viabilidade celular e teriam um efeito benéfico ante os fatores de stress oxidativo,

esgotamento de nutrientes e actimulos de metabdlitos.(YING et al., 2011).

Contudo, ainda existem poucos relatos na literatura especializada de técnicas
eficientes que modulem a formagao de agregados de microcarregadores. Esta situagao

constitui um obstéculo para a expansao em larga escala de CMM preservando seu potencial
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de diferenciacao e visando atender as demandas em ntmero de células que surgem do
desenvolvimento de terapias celulares inovadoras (ASHTON et al., 2011) e dos avangos
conseguidos na engenharia de tecidos (KIROUAC;ZANDSTRA, 2008). Neste trabalho
propoe-se o estudo da adigao de antiaglomerantes como sulfato de dextrana (SD) e produtos

comerciais similares ao meio de cultura para o cultivo de CMM em frasco spinner.



Objetivos

Objetivo geral

Avaliar o efeito de agentes antiaglomerantes no rendimento da expansao e recu-
peracao de CMM cultivada em microcarregador em suspensao visando sua producao em

larga escala com qualidade terapéutica.

Objetivos especificos

a) Avaliar a influéncia de sulfato de dextrana (SD) como antiaglomerante no crescimento
celular, metabolismo e caracteristicas fenotipicas e funcionais de CMM cultivadas

em microcarregador suspenso em frasco spinner.

b) Avaliar a influéncia de antiaglomerante comercial no crescimento celular, metabolismo
e caracteristicas fenotipicas e funcionais de CMM cultivadas em microcarregador

suspenso em frasco spinner.

¢) Comparar os dois antiaglomerantes para identificar o mais conveniente para cultivos

em suspensao em escalas maiores.



1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Célula Tronco

Assim, como o descobrimento dos antibiéticos criou uma revolu¢cao no mundo
da medicina, no presente o uso das células tronco favoreceu avancgos farmacologicos e o
panorama clinico para pacientes que sofrem de doencas degenerativas e autoimune, até
hoje incuraveis como o Parkinson ou o Alzheimer ou Diabetes tipo 1. As células tronco sao
especiais em virtude da sua capacidade de autorrenovacao, divisao ilimitada e diferenciacao
em quase todos os tipos celulares .(SCHWINDT; BARNABE; MELLO, 2005) (ODORICO
et al., 2001).

As células tronco sao classificadas de acordo com sua capacidade proliferativa e
de diferenciagao em: i) células tronco totipotente, ii) pluripotentes e iii) multipotentes.
Assim, as células totipotentes, em teoria, podem dar origem a um organismo inteiro; ja
as células tronco pluripotentes podem dar origem a qualquer tipo celular no organismo
adulto. Por sua vez, células tronco multipotentes possuem uma capacidade mais limitada
de se diferenciar em diferentes tipos celulares, estando presente em praticamente todos

os tecidos adultos e se diferenciando principalmente em células do tecido no qual estao
inseridas. (RODRIGUES; FONSECA, 2004), (SMITH, 2006).(Figura 1.1).

Células tronco multipotentes sao melhor descritas na literatura. Incluem as células
tronco hematopoiéticas, células tronco mesenquimais e células progenitoras endoteliais
(todas presentes na medula dssea). Além de, células tronco cardiacas; células tronco neurais,
presentes no sistema nervoso central; células satélites, presentes no musculo esquelético.
(ZHANG et al., 2006). A Figura 1.1 apresenta uma divisao hierdrquica dos tipos de células

tronco de acordo com a potencialidade.
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Figura 1.1 — Pirdmide hierarquica das células tronco de acordo a seu potencial de
diferenciagao(Huan-Ting;Makoto;Nakauchi, 2012).

Quanto a origem, as células-tronco podem ser divididas em: células-tronco embriona-
rias ou adultas. Assim, as células embrionarias, como o propio nome denota, sdo derivadas
da massa celular interna de um blastocisto (embrido prematuro) entre o quinto e sexto
dia. (THOMSON et al.,1998). Foram isoladas com éxito por Thompsom e colaboradores
(1998) e apds anos de pesquisas, as células de humanos e camundongos encontram-se bem

caracterizadas; porém, seu uso em terapia celular estd comprometido por questoes éticas e
de seguranca. (PEREIRA, 2008).

Referente as questoes de seguranca, os primeiros estudos realizados em células
embrionarias de ratos, por Evans e Kaufman em 1981, demostraram que, ao induzir a
diferenciacao nestas células e transferir aos individuos, resultaram na formacao de teratomas.
Em 2009, Mimeault e colaboradores, ao trabalhar com células tronco embrionarias humanas,
relataram a possibilidade de reagoes de rejeicao imunolégica, relacionado ao fato de que as
células embrionarias pertencem a outro individuo, além da possibilidade de formacao de

tumores nos individuos receptores.

As pesquisas com células-tronco provenientes do embrido humano apresentam
problemas éticos complexos, assim, se discute se é incorreta a destruicao da vida embrionaria

para fins de pesquisa e terapia celular, pois é necessario interromper o desenvolvimento
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do blastocisto apds 5-6 dias da fecundacao. Esta desestruturacao do embrido significa
tirar a potencialidade dele se tornar um ser humano (RINGE et al., 2002). O marco
"zero"do inicio da vida sem duvida é a fertilizagdo. O entendimento de quando o embriao
é considerado pessoa gera dilemas e varia com a cultura, a religido e a moral de cada
um. No Brasil, a lei de Biosseguranga Lei n.11.105, promulgada em 24 de marco de 2005,
dispoe no artigo 5°, que é "permitida, para fins de pesquisa e terapia, a utilizacao de
células-tronco embrionarias obtidas de embrides humanos produzidos por fertilizagao in
vitro nao utilizados no respectivo procedimento’, assim permite-se a utilizacao dos embrioes
excedentes. No entanto, a lei nao discorre sobre o destino dos embrides congelados apds a
lei ou aqueles que nao serao doados pelos seus pais, indicando que, posteriormente, essa
lei necessitara de uma revisao (GOMES, 2007).

Assim, dentro do grupo de células embrionarias pode-se encontrar também dois
subtipos de linhagens celulares multipotentes, como as chamadas células do carcinoma
embrionario e células germinativas embrionarias. As primeiras sdo encontradas ocasio-
nalmente em malformagoes de ratos ou humanos. Estas linhagens possuem capacidades
de formar as trés camadas germinativas, embora, o potencial das células germinativas
embriondrias seja mais limitado (ODORICO et al., 2001).

Nos tltimos anos esté se intensificando o interesse em estudos referentes a presenca
de células tronco em tecidos como a placenta, liquido amniético e cordao umbilical.
(FERNANDEZ et al., 2012; FUKUCHI et al 2007). Desta forma, surgiu um novo grupo
de células tronco, as chamadas células tronco fetais. Tais células se presentam como uma
alternativa para banco de células, uma vez que sao descartadas apds o parto, oferecendo
uma vantagem sobre as células tronco embriondrias ou adultas. (BRUNSTEIN; WAGNER,
2005). Na atualidade existem estudos com células fetais ndo s6 em humanos mas também
para tratamentos em animais. Estudos realizados com células do liquido amniético de caes
mostrou que podem-se diferenciar em linhagens neurogénicas. (FERNANDEZ et al 2012).
Com relacgao as células tronco fetais humanas foi comprovado a expressao de marcadores
de pluripoténcia e a capacidade de diferenciagdo em linhagens adipogénicas, osteogénicas
e condrogénicas (PRUSA et al., 2004).

As células tronco adultas sdo aquelas que garantirdo a manutencgao e a integridade
dos tecidos nos organismos ja formados. (CAPLAN, 2009). A maior diferenca entre as
células tronco embrionarias e as adultas é a restricao que estas tltimas apresentam referente

a diferenciacdo, ja que ndo podem formar todos os tipos celulares.

As células tronco adultas se dividem em dois grupos, as germinativas e somaticas.
Define-se como células tronco adultas germinativas aquelas que podem gerar 1 tipo celular
dependendo do sexo do individuo (fémea ou macho), por tanto elas sdo unipotentes. Ja as
células somaticas sao multipotentes e apesar de ter capacidade de diferenciacao limitada

quando comparada com as embrionarias, geram multiplas linhagens celulares e apresentam
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vantagens como nao ter implicac¢oes éticas envolvidas no seu uso, razao pela qual apresenta

um potencial interessante na medicina regenerativa. (GODARA et al.,2008).

1.1.1 Célula estromal mesenquimal multipotente

Dentro do grupo das células tronco adultas somaticas encontramos as células tronco
mesenquimais (MSCs), nomeadas assim porque foram inicialmente isoladas da medula
Ossea. Desta forma, a palavra "mesenquimal'faz referéncia as linhagens hematopoiéticas,
mesmo que este tipo de célula ndo possa diferenciar-se em nenhuma delas. (HUAN-TING;
OTSU; NAKAUCHI, 2012). Recentemente e para evitar confusoes a International Society
for Cellular Therapy sugeriu um novo nome e entao passaram a se denominar células
estromais mesenquimais multipotentes, estas células sdo capazes de se diferenciar em

adipdcitos, condrécitos, fibroblastos e outros tecidos de origem mesenquimal conforme

@ MSC

apresentado na Figura 1.2.
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Figura 1.2 — Processo Mesengénico (SINGER; CAPLAN;, 2011).

Embora, tenho sido isoladas tradicionalmente da medula 6ssea, também foram
encontradas em numerosos tecidos adultos, como o tecido adiposo, musculo esquelé-
tico,figado, rim pulméo, (DA SILVA MEIRELLES; CHAGASTELLES; NARDI, 2006),
tendao e ligamento (GODARA; NORDON;MACFARLAND,2008b).
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A Tabela 1.1 apresenta os principais aspectos comparativos entre fontes de obtenc¢ao
das CMM.

Tabela 1.1 — Fontes de obtencién das CMM ( Adaptado de Wagner et al 2005).

Parametro Médula Ossea Sangue corddo umbilical Tecido adiposo
Sucesso no isolamento 100% 30-34% 100%
Diferenciacao Osteogénica 71,4% 100% 78,8%
Diferenciacio Adipogénica 100% 0% 94%
Diferenciacdo Condrogénica 100% 100% 100%
Formagao de Monocamada 4-5 dias 2-4 semanas 4-5 dias

Neste trabalho é de principal interesse o estudo das células mesenquimais mul-
tipotentes. Estas células exibem uma morfologia tipica de fibroblasto, sao aderentes a
superficies plasticas, podem expandir-se por quase 40 geracoes, mantendo sua capacidade
multipotente (DEANS; MOSELEY, 2000). Tipicamente expressam um grande nimero
de moléculas na sua superficie conhecidas como marcadores, e estas moléculas podem ser

proteinas de membrana e receptores para fatores de crescimento (BOBIS et al., 2006).

Assim, para que uma célula seja reconchecida como tal deve expressar os marca-
dores de superficie CD105, CD73 e CD90; e nao expressar os marcadores de superficie
CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 ou CD19, e HLA-DR pois eles sao classicos de
células hematopoiéticas. (KEATING, 2006; HORWITZ, 2005). Embora, ja tenham sido
identificados muito outros marcadores de superficie para identificacao de MSC, a Interna-
tional Society for Cellular Therapy concorda que, apenas a identificacao dos marcadores
CD105,CD73 e CD90, e a nao expressao de marcadores hematopoéticos, é suficiente para
a imunofenotipagem dessas células e decidir para que sejam reconhecidas como células

tronco (HORWITZ et al., 2005).

1.1.2 Aplicacbes terapéuticas das CMM

O uso terapéutico das CMM se deve em parte ao potencial imunomodulatério,
propiedade mediante a qual as CMM sao capazes de modular as fungoes de uma populacao
de células do sistema imune através da acao paracrina. Estudos demonstram que, as CMM
ao entrarem em contato com tecidos (alogénicos ou autélogos) desencadeiam a liberagao

de fatores soliveis que agem no sistema imune, tais como interleucinas (IL-4, IL-6) e o
fator de crescimento transformador beta (I'GF — ) (NAUTA; FIBBE, 2007).

As propriedades imunomoduladoras das CMM também podem fornecer novas vias
para o tratamento das alergias. Estudos realizados demostram que, ratos que apresentavam
alergia nas vias respiratorias, apés o tratamento com CMM demonstravam atenuagao da

resposta do sistema imunoldgico, reduzindo significativamente o quadro alérgico (SUN;
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DENG, 2012). Outros estudos sobre o fato das CMM intervirem nos processos de alergia,
pode ser explicado pela influéncia destas sobre a funcao dos mastocitos, principais células
que secretam importantes mediadores das respostas alérgicas, como histamina, o que sugere
possives aplicagoes das CMM como uma fonte de células alternativa para o tratamento de
doengas alérgicas graves (BROWN;MEZEY, 2013).

Gracas as propiedades anteriormente citadas tem-se demonstrado em modelos
experimentais que, as CMM sao capazes de regenerar tecidos lesionados como 0sso,
cartilagem e inclusive musculo cardidco (KASSEM; KRISTIANSEN; ADBALLAH, 2004).

Entre as principais aplicagoes clinicas encontradas para as CMM estao: a reparagao
do tecido dsseo e quando combinada com matrizes de hidroxiapatita e fosfato. Os resulta-

dos obtidos por esses tratamentos sao potencializados coma a adicao de células in situ
(SCHMITT., 2012).

Terapias celulares que utilizam as CMM no tratamento de doencas relacionadas ao
coragao, como insuficiéncia cardiaca ou tratamentos apos infartos, mostraram-se promis-
sores, pois foi comprovado melhora do quadro clinico apds a administracao sistémica ou
local. Tal como nos estudos realizados por Nagaya e colaboradores no qual se verificou o
aumento da densidade capilar em tecidos de miocérdio infartado em ratos.(NAGAYA et
al., 2005).

A Figura 1.3 apresenta as propiedades das CMM e seus efeitos terapeuticos.

CMM de médula éssea, tecido adiposo, etc.
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Figura 1.3 — Modelo esquematico das propriedades bioldgicas das CMM associadas com os
seus efeitos terapéuticos (Shihua;Qu;Chunhua Zhao, 2012).
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1.2 Fases do crescimento celular

As células normais em cultura possuem um padrao de crescimento representado
por uma curva sigmoidal (Fig 1.4) denominada curva de crescimento. Esta curva mostra
as fases de adaptacao das células as condi¢oes ambientais,a disponibilidade de nutrientes e
ao suporte de ancoragem necessarios para promover a produc¢ao de novas células.(LEO;
GALESI; SUAZO, 2008).

A determinagao da curva de crescimento é importante para a caracterizacao de
uma cultura de células. As fases de crescimento celular podem ser divididas em: fase lag,

fase exponencial ou logaritmica (log), fase estaciondria e fase de declinio ou morte.

A fase lag é um periodo de adaptacao, onde as células nao se dividem ou o fazem em
baixas taxas especificas. A duracao da fase lag depende da densidade celular e do estégio de
crescimento da cultura. Esta fase pode se estender de horas a alguns dias (LEO; GALESI;

SUAZO, 2008).Nas culturas de células de mamifero geralmente é de aproximadamente 24

horas (SHI et al., 2009).

A fase logaritmica ou exponencial é o periodo no qual a multiplicacao celular é
maxima e constante. Nesta fase a porcentagem de células em divisao pode ser de 90
a 100%. Durante este periodo as células estdao em su melhor estado fisiolégico assim é
determinado o tempo de duplicacdo,que se obtém a partir do célculo da velocidade maxima

de crescimento (umax), pardmetro especifico para cada linhagem.

Na literatura, tem sido reportado que a fase exponencial nas culturas agitadas tem
um tempo de maior duragado que nas culturas estaticas, como pode ser comprovado no
trabalho de Shi e colaboradores (2010).

Ao comparar velocidades especificas méaxima de crescimento celular (umazx), se
observam diferengas entre as linhagens; assim, as CMM de orelhas apresentam um pmax
de 0,0338 h-1,enquanto que CMM de médula 6ssea apresentam um pmazx de 0,0117 h-1,
sendo ambas cultivadas em microcarregador Cultispher-S pelo mesmo método.(SART;
SCHNEIDER; AGATHOS, 2009).

Na fase estacionario ou de plato, a velocidade de crescimento diminui e o niimero
de morte celular é equivalente ao ntimero de células novas,o que causa um decréscimo na
atividade metabdlica. A fase de declinio ou morte celular, apresenta uma queda drastica
do niimero de células pois, nesta fase, o nimero de células mortas excede o de células
novas. A construcao da curva de crescimento é importante para a caracterizagdo de certos
parametros proprios de uma populagao de células sob determinadas condi¢oes de cultivo
(Figura 1.4).
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Figura 1.4 — Curva de crescimento padrao para células animais em cultura. (LAGES; LEO;
SUAZO; MORAES, 2007).

1.3 Metabolismo Celular

O metabolismo é um conjunto de rea¢des bioquimicas e processos fisicoquimicos
que ocorrem nas células, onde existe o consumo e geragao de energia. O metabolismo
divide-se em dois processos conjugados: catabolismo e anabolismo.O anabolismo sao
reagoes quimicas construtivas, ou seja, produzem nova matéria organica nos seres vivos.
Por exemplo, a sintese de proteinas no tecido muscular a partir de aminoacidos. J& o
catabolismo sao reagoes quimicas destrutivas, ou seja, hd uma quebra de substancias.
Por exemplo, a quebra da molécula de glicose que é transformada em energia e dgua. As
células de mamifero, in vivo, estao adaptadas a um ambiente em homeostasia. Sendo assim,
quando estas células sao cultivadas in vitro, ou quando sofrem o processo de imortalizagao,
encontram situacgoes estressantes que podem modificar seu metabolismo. Estas situacoes
provocam, basicamente, o consumo desregulado de fontes de carbono, nitrogénio e energia.
(Altamirano; Godia; Caird, 2008).

As CMMs tém demonstrado possuir um metabolismo semelhante as linhagens de
células animais em cultura (CARUSO, 2012).Desta forma, o consumo de nutrientes e
producao de metabdlitos segue o mesmo padrao, tendo como principal fonte de energia a
glicose.(Altamirano; Godia; Caird, 2008).

Quando um mol de glicose é metabolizado via glicélise, ciclo de Krebs e fosforilagao
oxidativa, produz, no final do ciclo, 30 a 38 mols de ATP.Porém, quando metabolizado pela
via da glicOlise anaerébia, gera apenas 2 mols de ATP e 2 mols de lactato. Assim, tanto o
consumo de glicose quanto a producao de lactato podem indicar qual via metabdlica as

células estao utilizando para produzir energia (SCHOP et al., 2009).
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Outro componente importante no metabolismo de células de mamiferos é a glu-
tamina, pois é responsavel pela principal fonte de geracao de amoénio. Na maioria das

linhagens celulares utilizadas industrialmente, a glutamina é consumida a uma elevada

velocidade (ALTAMIRANO; GODIA; CAIRO, 2007).

Embora esses fatos sejam claros em cultivos de células animais, em relagao ao cultivo
de CMM notamos uma taxa uniformemente baixa de consumo de glicose e glutamina.
Assim, estes dois nutrientes nunca chegam a limitar as concentragoes em cultivo. (SART

et al, 2010; SCHOP et al, 2008).

Contudo, o crescimento e a viabilidade celular sao prejudicados nao sé pelo es-
gotamento dos nutrientes,mas também pelo efeito negativo causado pelo acimulo de

metabolitos, que pode ser inibitério ou toxico, principalmente de lactato e amonio.

O principal efeito negativo do acimulo de lactato nos cultivos é a acidificacao do
meio, gerando a necessidade de métodos de controle de pH. Em trabalhos com CMM de
médula 6ssea de cabra cultivadas em microcarregador Cytodex 1, as células consomem mais
glicose, o que produz mais lactato. Estas altas concentragoes de lactato sao provenientes
do metabolismo "néo eficiente' (glicose anaerébica) da glicose, onde se obtém 2 mols de
ATP e 2 mols de lactato, a partir de 1 mol de glicose. Mesmo assim nao se atingiu o valor
considerado como inibitério, de 35,4 mM (SHOP et al, 2008).

Os efeitos do amoénio no metabolismo sao observados a niveis de concentracao
muito mais baixos, tipicamente entre 2 e 4 mM, valores facilmente atingiveis em sistema
de cultivo. Mais especificamente, foi reportado para as CMM humanas valores inibitorios
de 2,4 mM (SHOP et al, 2008). O metabolismo do amonio pode diferir em cada linhagem
celular, mas de forma geral, estd relacionado ao efeito do transporte do NH3 / NH4+
através das membranas celulares e seus efeitos no pH intracelular e extracelular. Assim, se
propos que o principal efeito do amoénio sobre o crescimento celular pode ser atribuido a
uma alteragao do pH intracelular pelo seu acimulo (ALTAMIRANO; GODIA; CAIRO,
2007).

1.4 Microcarregadores

Atualmente, no cultivo de células animais dependentes de ancoramento, o uso de
microcarregadores vem crescendo. Pois além de, significar um aumento consideravel da
area para o crescimento, reduz os riscos de contaminacao e possibilita a obtencao de uma
alta concentragao de células seus produtos (WEBER et al., 2007).

Os microcarreagadores sao esferas com didmetro em escala de micrometros compos-
tas por materiais biocompativeis para permitir a adesao celular e o crescimento de células
dependentes de ancoramento (SCHOP et al., 2008).
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Para o desenvolvimento de culturas utilizando microcarregadores, é importante ter
em conta algumas caracteristicas do mesmo, como: a area de superficie, o tamanho do
granulo, e a qualidade da adesao celular, pois esses sao fatores criticos que podem modular
a fixagao das células e determinar o seu potencial de expansao (YANG; ROSSI; PUTNINS,
2007).

Os microcarregadores podem ser classificados de acordo com o tipo de carga elétrica,

composigao quimica e porosidade (SCHOP et al., 2008).

De acordo com sua carga, os microcarregadores se classificam entre carregados
positivamente, negativamente e neutros. Os microcarregadores neutros estao normalmente
revestidos com colagénio, gelatina, ou tem fibronectina acoplados em sua superficie. Os
microcarregadores negativos tem na superficie glicosaminoglicanos que fornecem uma
carga ligeiramente negativa. Os microcarregadores carregados positivamente apresentam

grupos (DEAE) N-dietilaminoetilo , como é o caso do Citodex 1.

De acordo com a sua composi¢ao quimica, os microcarregadores podem ser feitos
de diversos materiais, como a celulose, colageno ou gelatina, dextrana, vidro, poliestireno.
(CHICO;RODRIGUEZ;FIGUEREDO, 2008). Dependendo da sua composi¢do quimica
sao adotadas diversas estratégias para a recuperacao de células vidveis apos o cultivo. No

caso dos microcarregadores baseados em gelatina ou coldgeno, sao comumente utilizadas

enzimas como a tripsina ou collagenase (MALDA; FRONDOZA, 2006).

Outra caracteristica muito importante é a porosidade, assim, os microcarregadores
podem ser divididos em microporosos, quando o didmetro do poro é menor a 1 um,
permitindo o crescimento das células exclusivamente na superficie externa, ou macroporosos,

quando o didmetro do poro varia entre 10 a 50 pum, permitindo também o crescimento na
superficie interna (FERNANDES et al., 2007).
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Figura 1.5 — Imagens de microscopia eletronica de diversos microcarregadores. (A) Estrutura
do Cytodex, microcarregador microporoso. (B) Estrutura do Cytoline, microcarregador
macroporoso, ressaltando os poros o suficientemente grandes para permitir o crescimento

das células em seu interior. (C) Estrutura do Cytopore, microcarregador macroporoso.(GE
HEALTHCARE, 2005).
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Tradicionalmente, as células dependentes de ancoragem sao cultivadas em frascos
tipo T, sendo que, as células tronco nao sao excecao. No entanto, devido a necessidade
de um elevado ntmero de células (como fonte celular para terapias e também como
ferramentas para o estudo do desenvolvimento de doengas e processos bioldgicos), as
culturas em suspensao utilizando microcarregadores se apresenta como uma alternativa

viavel, que vem sendo relatada por diversos autores na literatura, como mostra a Tabela 1.2.

Neste trabalho, foi escolhido o microcarregador macroporoso Cultispher-S (Percell
Biolytica AB, SWE), pois na literatura siao relatados fatores de crescimento elevados
quando comparados a outros do mesmo tipo. (EIBES et al., 2010) Outras vantagens deste
tipo de microcarregador ¢é facilitar o intercambio gasoso, o monitoramento do pH, a possibi-
lidade de andlises periédicas de pequenas amostras ao o longo do cultivo e, principalmente,
um aumento na taxa de recuperacao celular quando utilizadas enzimas como a Tryple, o

que representa um grande avango no uso das CMMs na terapia celular.

Figura 1.6 — . Imagens de microscopia eletronica de varredura do Microcarregador
Cultispher-S. (A) Microcarregador sem células. (B) Microcarregador com células estromais
de rato. Escala (40um)).
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Tabela 1.2 — Cultivos de CMMs com microcarregadores em frasco spinner. (adaptada de
MENDONCA, 2013).

Tipo de célula Ori- Carga Duragao Fator de

Autor gem Espécie Microcarregador Material Porosidade do cultivo expansao
, , Matrix  de
FtR J?U2EON0§CHUH gM ) el €57 Cytodex-1 dextrana + + Nao 28 dias 3,6
et al., uina DEAE
YANG; ROSSI; CMMS Médula éssea . Gelatina . .
PUTNINS, 2007 Ratos Cultispher-S porcina - Sim 35 dias 8,3
EIBES et al., CMMS Médula dssea Cultispher-S Gela.tma -~ Sim 8 dias 8.4
2010 Humana porcina
CMMS  (linhagem) Gelati
SANCHES, 2010 Médula Cultispher-S cATE T Sim 15dias 97
. porcina
ossea Humana
SUN et al, 2010 O o> Médula g Cdatina g 6 dias 28
6ssea Humana porcina
. Matrix  de
BOO et al., 2011 CMMS . (linhagem) Cytodex-1 dextrana + 4+ Nao 14 dias 5,2
Médula 6ssea Coelho
DEAE
, Poliestireno
MIZUKAMI, ,CMMS Médula Pronectin-F + + Nao 8 dias 11,2
2011 6ssea Humana . .
Fibronectina
CMMS Médula dssea x| de
CARUSSO, 2012 e veia de corddo Cytodex-3 , + Néo 7 dias 3,9
bilical Human: Coldgeno +
umbilical Humana DEAE
CMMS  (linhagem) .
R I DEIN O Médula Cultispher-S Gela.tma - Sim 14 dias 10,2
2013 porcina

Ossea Humana

1.5 Biorreatores

As iniimeras aplicagoes que vem surgindo para as CMM sao limitadas, pela neces-
sidade de um sistema de expansao que garanta a multipotencialidade celular e evite a
perda da capacidade proliferativa, apés um determinado nimero de divisdes celulares. E
nesse contexto que surge o uso de equipamentos e tecnologias de cultivos em biorreatores
(MARTIN et al., 2004).

Os biorreatores sao definidos como dispositivos mecanicos que oferecem condic¢oes

ambientais e fisiolégicas favoraveis para o cultivo celular (GODARA et al .,2008).

Para garantir essas condicoes, os biorreatores devem permitir o controle e a manu-
tengao de diversas variaveis, como o equilibrio acido-base (pH) do meio de cultivo, controle
da temperatura, troca de gases (O — C'O3), suplemento de nutrientes (permitir troca de

meios) e manutencgao de assepsia (CHICO et al., 2008).
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1.5.1 Classificacdes dos biorreatores

Os biorreatores podem ser classificados de diferentes maneiras. A Tabela 1.3 mostra

um resumo das diferentes formas de classificagdo dos biorreatores.

Tabela 1.3 — Classificagdo dos biorreatores.

Criterios Classificagao

Geometria do Aparelho Estatico Agitado Perfussao

Sistema de Cultivo Homogéneos - Heterogeneos

Regime de alimentagdo  Descontinuo, Descontinuo alimentado Continuo, Con-

tinuo com retencgao de células

Uma das formas de classificacao, é de acordo ao sistema de cultivo, assim eles
podem ser homogéneos ou heterogéneos.Todos estes sistemas homogéneos e heterogéneos
sao considerados multifésicos, pois se diferenciam pelo menos duas fases: sélida (células) e

liquida (meio de cultura).

1.5.1.1 Biorreatores Homogéneos

Os biorreatores do tipo homogéneos sdo aqueles nos quais as células se encontram
suspensas uniformemente na fase liquida. Estes biorreatores oferecem a vantagem de
monitorar e controlar o ambiente fisico-quimico ao qual esta submetido a populacao celular
de forma mais confiavel que os biorreatores heterogéneos. Os biorreatores de tipo ondas e

tanque agitado sao os principais exemplos deste tipo de biorreator.

a. Biorreator de ondas

O sistema Wave (GE Healthcare) é um sistema de cultura composto por sacos
permedaveis aos gases dispostos em uma plataforma de agitacdo que gera ondas,
assegurando a transferéncia de oxigénio para o meio de cultura e uma boa distribuicao
dos nutrientes. Este sistema de agitagao evita as zonas mortas e favorecem baixas
tensoes de cisalhamento (GODARA et al .,2008). Uma grande vantagem do biorreator
Wave é ser um sistema estéril e descartavel, sendo estas caracteristicas importantes
para aplicacoes terapéuticas. (CHICO et al., 2008) A Figura 1.8 e a Figura 1.8

mostra o sistema do biorreator Wave 2-10 (GE Healthcare).
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Figura 1.7 — Biorreator Wave 2-10 (GE Healthcare).
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Figura 1.8 — Esquema do movimento de ondas gerado no biorreator Wave que permite a

mistura de meio celular e células.

b. Tanque agitado

Estes biorreatores sao muito parecidos aos fermentadores e foram os primeiros a
serem utilizados na biotecnologia moderna. Trata-se de um tanque simples onde se
tem impelidores que promovem a mistura do meio com as células; estes biorreatores
se encontram acoplados a dispositivos padrdes comerciais que medem e controlam os
parametros basicos do processo biotecnoldgico, como pH, temperatura e oxigénio
dissolvido (MARTIN; VERMETTE., 2005).
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Figura 1.9 — Esquema de biorreator de tipo Tanque agitado.
http://biorreactores.tripod.com/C7Quimiostato2.htm Accessado em: 02 de junho de 2014.

1.5.1.2 Biorreatores Heterogéneos

Nestes biorreatores a distribuicao das células nao é uniforme em todo o liquido,
pois elas permanecem aderidas em superficies ou imobilizadas em leitos biocompativeis
(CHICO et al., 2008). Assim encontrase dentro deste grupo o biorreator de fibra oca e os

biorreatores com crescimentos sobre superficies como as garrafas rotatérias (rotler bottles).

a. Fibra Oca

Os biorreatores de fibra oca (hollow fiber) consistem em um cilindro que contem
membranas semipermedveis na forma de capilares (fibras ocas). As porosidades
destas fibras permitem o fluxo continuo de nutrientes liquidos e gasosos, assim
como a remocao de metabodlitos, proporcionando um ambiente estavel para as
células. As células podem ser aderidas na superficie externa das fibras no caso sejam
dependendentes de ancoramento ou como é mais comumente usado em suspensao no

espago extracapilar (YE et al., 2010).

Entre as principais aplicagoes deste biorreator estao a produgao de vacinas (PRILLI-
MAN et al., 1997) e anticorpos monoclonais (YAZAKI et al., 2001). Mas recentemente,

ele tem sido usado nas areas de medicina regenerativa, engenharia de tecidos e terapia

celular (YE et al., 2010), (SANTOS,2013).



Capitulo 1. REVISAO BIBLIOGRAFICA 32

Nutrientes oo

Membranz d= fibrz oca Célulzs Matriz de zuporte

Figura 1.10 — Esquema de um biorreator de fibra oca. (YE et al., 2010).
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Figura 1.11 — Sistema de cultivo em biorreator de fibra oca. (SANTOS, 2013).

1.5.2 Modos de operacao dos biorreatores

Uma classificagao importante de conhecer nos cultivos de CMM é aquele que
considera o regime de alimentacao, pois o crescimento das células pode ser inibido pela

escassez de nutrientes ou por excesso de metabélitos (SCHOP et al., 2008)

Assim, dependendo do regime de alimentacao os cultivos podem ser:

a. Cultivo descontinuo

Também chamado de batelada, é caracterizado por manter um volumem constante
ao longo de todo o processo, pois o crescimento da populacao celular ocorre sem

suplementos adicionais de substrato apés a inoculagao das células
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b. Cultivo descontinuo alimentado

O cultivo descontinuo alimentado ou batelada alimentada se caracteriza por permitir
a adi¢ao de nutrientes durante o cultivo para repor aqueles consumidos pelas células,
estes cultivos sao limitados pelo acimulo de metabdlitos toxicos, como o lactato e

amonio.
c. Cultivo continuo

Estes cultivos caracterizam-se pela adi¢ao continua de meio de cultivo e remocao
de meio cultivado com células, de tal forma que se mantenha constante o volume
do biorreator.Os cultivos continuos sao utilizados principalmente em atividades de
pesquisa, pois é uma ferramenta de caracterizacao celular poderosa que permite

estabelecer estados estacionarios bem definidos.

d. Cultivo continuo com retencao de biomassa

No cultivo continuo com retenc¢ao de biomassa ou também conhecido como perfu-
sao,ha a constante adicdo de meio novo e remocgao de meio exaurido. Entretanto,
dispositivos de retencao celular sao utilizados para que o meio retirado seja isento
ou quase isento de células. Desta forma, a combinacao da adi¢cao de nutrientes,
remocao de metabdlitos e retencao celular permite alcangar altas concentragoes
celulares (acima de 107células/mL) e altas produtividades (CHICO ; RODRIGUEZ;
FIGUEREDO, 2008).

1.6 Usos de biorreator de frasco spinner na expansao de células

mesenquimais estromais multipotentes

O biorreator do tipo frasco spinner é o primeiro passo para o aumento de escala
em comparacao com a cultura estatica, pois seu uso aumenta a eficiéncia do crescimento

celular (KING;MILLER., 2007).

Devido a seu desenho e a possibilidade do monitoramento de parametros bioqui-
micos, o frasco spinner tem sido utilizado, junto com microcarregadores, na expansao
de células tronco embriondrias de camundongos (FERNANDEZ., 2007) e com CMM de
diversas espécies, como cabras (SCHOP et al., 2008), suinos (FRAUENSCHUH et al.,
2007) e humanas (EIBES et al., 2010).

Um dos microcarregadores utilizados no cultivo de CMM da médula 6ssea suina foi
o Cydodex® de diversos tipos (1,2,3); sendo o tipo 1 o que apresentou melhores resultados

e, ap6s um cultivo de 28 dias, foi comprovado o potencial de diferenciacao osteogénico e
condrogénico (FRAUENSCHUH et al., 2007).
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Em outro estudo envolvendo o Cydodex® 1 com CMM de cabra utilizando o frasco
spinner foi possivel monitorar o consumo de nutrientes e a producao de metabdlitos,
sendo possivel concluir que a renovacao de meio a cada 3 dias contendo microcarregadores
melhorou os resultados ao renovar os nutrientes e aumentar a area de adesao. (SCHOP et
al., 2008)

Também sao relatados alguns trabalhos que utilizam o microcarregador Cultispher®
com CMM murinas (YANG et al., 2007). Cultivos de CMM humanas também sao relatados,
tendo obtidos fatores de crescimento de 8,4 vezes em um cultivo que durou 35 dias,
com manutencao do potencial de diferenciagao e a habilidade clonogénica. Os trabalhos
desenvolvidos no cultivo de CMM em microcarregadores relatam os sistemas de cultivo
e o metabolismo celular, assim como a formagao de agregados de microcarregadores
(CARUSSO, 2012), (FRAUENSCHUH et al., 2007),(MENDONCA, 2013). Estes agregados
dificultam a recuperacao celular e, em consequéncia, dificultam o estabelecimento de
bioprocessos eficientes para aplicagdes terapéuticas, (CARUSSO, 2012). Apesar de terem
sido relatados aspectos negativos destes aglomerados, eles também auxiliam na proliferagao
celular. (SANTOS et al., 2010)

Assim, este trabalho utiliza aditivos, como o sulfato de dextrana (S.D) em diferentes
concentragoes, como alternativa para modular o tamanho destes agregados e permitir

desenvolver um cultivo de CMM de forma rentavel e eficiente.

1.7 Uso de Aditivos no controle de aglomerados celulares.

A produgao em grande escala de produtos biotecnologicos como proteinas recombi-
nantes, anticorpos monoclonais, vacinas, etc., é permitida pela padronizacao de culturas
em suspensao em biorreatores. No caso de células aderentes, estas necessitam serem adap-
tadas ao cultivo em suspensao (Murata et al, 1988). As primeiras tentativas envolvem
linhagens celulares, como por exemplo, células CHO, originalmente aderentes. No estudo
de Murata et al (1988) células CHO foram removidas da superficie de cultivo e colocadas
num recipiente agitado contendo meio de cultura e deixadas em processo de adaptacao a

este novo modo de cultivo.

Esta metodologia foi eficaz parcialmente, pois as células CHO e outras linhagens
(BTI-TN5B1-4 ( Trichoplusia ni) e IPLB —SF21 (Spodoptera trigiperda)), frequentemente,
tendem a formacao de grandes agregados celulares quando em suspensao, o que se torna
prejudicial para a producgdo por criar uma heterogeneidade da populacao de células,
caracterizada pela morte celular por limitagao do acesso dos nutrientes ao interior destes
aglomerados e, em tltima instancia, gerando a perda de produtividade.Assim a aglomeragao
celular pode criar um ambiente de cultura de qualidade inferior, quando sao liberadas

substancias a partir da decomposigao das células mortas (Renner et al., 1993).
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Além destes inconvenientes, a producao de produtos biotecnoldgicos é normalmente
operada em sistemas de perfusao, com densidades celulares constantes ao longo de toda a
duracao do cultivo. Isso garante um produto com alta qualidade. Neste caso o controle
exato da densidade celular é critico para a operacao robusta a longo prazo de sistemas de
perfusao. O controle da densidade celular em um biorreator de perfusao é normalmente
realizado através de medic¢oes indiretas, como densidade 6tica ou taxa de consumo de
oxigénio, métodos calibrados pela contagem ou estimativa da densidade celular. E, portanto,
essencial garantir uma calibracao precisa da densidade celular presente no cultivo, o que

nao pode ser garantido com a presenga de agregados celulares. (Goudar et al, 2007).

Desta forma torna-se fundamental solucionar a questao de formagao de aglomerados
celulares evitando a morte celular e permitindo a otimizacao dos processos de producao.
Diferentes métodos estao disponiveis para alcancar este objetivo. As primeiras tentativas
propoem o uso de aditivos, como enzimas proteoliticas (Ex. tripsina ou papaina), porém

o uso destas substancias mostrou-se ineficaz, pois comprometem a viabilidade celular

(OHLSON et al., 1994).

Uma alternativa pode ser a utilizagao de substancias que imitam as estruturas
biologicas. Especialmente os derivados de dextrano que apresentam um certo niimero de
compostos interessantes, por exemplo, grupos sulfonato, carboxilato, sulfamida, que sao
capazes de imitar o hidroxilo, carboxilato, e sulfamato de grupos sulfato sobre as cadeias de

polissacaridos de heparina, que tém sido demonstradas ser essencial para a sua atividade
anticoagulante (MAIGA-REVEL; CHAUBET; JOZEFONVICZ,1997).

Outras substancias testadas com sucesso como aditivos antiaglomerantes é a sura-
mina (naftilureia polissulfatada) que tem um amplo espectro na atividade anti-tumoral
(Stein, 1993). Zanghi et al (2000) comprovou que, em cultivos de células CHO com meios
livres de soro, a administragao de suramina diminuiu a aglomeracao celular, além disso
foi reportado uma protecao contra a apoptose durante o crescimento exponencial, indi-
cado pelo aumento na viabilidade celular de 70% para 95%. Os efeitos na aglomeragao

permitiram a cultura em suspensao de células livres e um ganho de 40% na produtividade

(ZANGHI., et al 2000).

Em outro estudo foram testados fatores de descolamento para permitir a migragao
de duas linhagens de células CHO para microcarregadores porosos em processos de
producao de proteinas recombinantes em larga escala. Para acelerar a colonizacao dos
microcarregadores recém adicionados, foram utilizados reagentes de dissociacao como a
tripsina, papaina, Accutase, heparina e sulfato de dextrana (SD), dissolvidos em meio de
cultura em baixas concentragoes. Ambas linhagens celulares mostraram bons resultados com
a tripsina, Accutase e SD, enquanto que a papaina nao conseguiu desempenhar um papel

favoravel a migracao das células. A velocidade de crescimento celular em microcarregadores
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com 2% de SD no meio, foi de 0,25 £ 0.02d"! e 0,27 + 0.03d~! para a CHO-MPS e
CHO-K1, respectivamente. As células CHO-K1 cresceram melhor ap6s o desprendimento,
o que indica, que um dos parametros essenciais para o sucesso na transferéncia para novos
microcarregadores é a distribui¢ao uniforme de células sobre os transportadores individuais
durante a fase inicial do cultivo. Quando esta distribuicao é melhorada, ocorre o aumento

da taxa de crescimento celular, resultando num processo mais eficiente e mais estavel.

(LANDAUER et al., 2002).

Nos 1ltimos anos tenta-se entender melhor os processos de agregacao celular a nivel
genético. Assim LUI e GODAR em 2012 testaram duas linhagens de células BHK, uma
que produz agregados e outra que nao agrega quando cultivadas em biorreator. Foram
estudadas a expressao de genes da matriz extracelular e de moléculas relacionadas a adesao
celular em diferentes estagios do processo de cultivo. Desta forma foram analisadas a
expressao diferencial de genes em culturas agregadas e nao agregadas. Como resultado
identificaram diferengas significativas em 4 genes (COL1A1, COL4A1, THBS2, e vcan).
Esta informacao foi utilizada para propor dois modelos de agregacao celular. O primeiro
sugere que a agregacao celular foi mediada por trombospondina, uma glicoproteina adesiva
responsavel pela formagao de agregados de plaquetas aglutinados as células nucleadas.
Enquanto o outro modelo propde que as fibras de coldgeno se liguem a fibronectina que

pode interagir com locais de adesao para as células, o que resulta em agregados complexos.
(LUI; GODAR, 2012).

Estes estudos genéticos melhoram a compreensao dos mecanismos que conduzem
a agregacao de células e podem levar ao desenvolvimento de linhas de células que nao
agreguem em cultura favorecendo a produtividade e qualidade dos produtos desejaveis,

inclusive quando estes sao as proprias células.
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1.8 Sulfato de dextrana

Dextrana é o nome otorgado a polisacarideos produzidos por alguns tipos de
bactérias e que se formam naturalmente nos processos de producao de cana.Deste modo,
a dextrana é definida como um polimero de glicose de alto peso molecular. As unidades
de glicose se unem preferencialmente por ligagoes do tipo @ — 1 — 6, mas também podem
unir-se por ligagoes o — 1 — 4 (ALSOP., 1983).

Muitos organismos podem produzir dextranas, desde bactérias até fungos. No
entanto, para seu uso comercial, sao utilizadas somente as espécies da familia Lactoba-
cillaceace, sendo Leuconostoc mesenteroides e L. Dextranicum os principais produtores
deste biopolimero.(JEANS et al ., 1954). A produgdo da dextrana é mediada pela acao da
enzima dextrana-sacarase, que utiliza como substrato a sacarose para produzir, além de

dextrana, frutose. A reacao pode ser observada na Figura 1.12.
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Figura 1.12 — Sintese geral das dextranas a partir da sacarose.
http://avibert.blogspot.com/2010/06 /factores-que-afectan-la-calidad-de-la.html. Acessado
em: 06 de maio de 2014.

As propriedades fisicas e quimicas das dextranas variam de acordo com seu método
de producao e diferem entre si em peso molecular, grau e ramificagdo das moléculas,
conteudo de ligacoes glicosidicas, solubilidade em meio aquoso, atividade otica e agao
fisiol6gica (KARTHIKEYAN; RAKSHIT; BARADARAJAN,1996).

As dextranas nativas, usualmente, tem pesos moleculares altos (de 2 a 40 milhoes
ou mais), ja as dextranas clinicas, tem pesos moleculares baixos (40 a 90 mil). Essas
ultimas podem ser preparadas por despolimerizacao de dextranas nativas ou por sintese
(SHAH ALI UL QADAR et al 2006).

As principais aplicacbes da dextrana se encontram na indtustria farmacéutica,
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principalmente com o objetivo de expandir o volume plasméatico, melhorando a fluidez do
sangue e evitando a coagulagao. (LEATHERS et al., 1995; SUTHERLAND, 1996). Outras
aplicacoes da dextrana se encontram na industria alimenticia, onde é utilizada como como
espessante para compotas e sorvetes, impedindo a cristalizacao do acticar e melhorando a
retencao da umidade. Muitas de suas propriedades sdo similares aos derivados da celulose,
amido, alginatos e outras gomas (MCCURDY et al., 1994).

Um dos principais derivados da dextrana é sua forma sulfatada (17-20% enxofre),
também chamada de sulfato de dextrana (S.D). Esta molécula atinge altos graus de pureza
e qualidade, permitindo seu uso em muitas aplicagoes na area da satide e biologia molecular.
Além destas caracteristicas, o sulfato de dextrana (S.D) é facilmente degradado pelos
sistemas ecologicos. Na literatura, sao reportados efeitos anti-inflamatérios do sulfato de
dextrana (PATRUSHEV; SHEKHTMAN. 1973) (GIRI et al., 1975; KOCHA et al., 1969). J&
nos ultimos anos, surgiram outras aplicagoes para esta molécula, ja que quando combinada
com outros biopolimeros, como alginato e quitosana pode representar um sistema de
entrega eficiente para a liberagdo espago-temporalmente controlada de moléculas bioativas

e células, com potencial uso farmacolégico (VALENTE et al., 2012).

Em estudos realizados em duas linhagens celulares BTI-TN5B1-4 ( Trichoplusia ni)
e IPLB —SF21 (Spodoptera trigiperda) polidniones sulfatados foram utilizados com sucesso
para reduzir aglomerados em suspensao. Foram testadas muitas substancias sulfatadas
como a heparina, condritin sulfato, dermatan sulfato e o sulfato de dextrana (SD).A
eficadcia da inducao de suspensao de uma tnica célula é positivamente correlacionada com

o aumento de sulfatagdo do polidnion adicionado. (DEE., et al 1997)

Os autores propoem que a habilidade da heparina de induzir a formacao celular
unica, pode ser uma propriedade genérica de polimeros negativamente carregados (anions),
ou pode surgir de interagoes especificas das células com os grupos sulfato, grupos carboxilato

ou o agucar da prépria estrutura. (DEE., et al 1997).

Observou-se que ao serem testados sulfatos de dextrana de diferentes pesos molecu-
lares, existe um incremento da toxicidade que é proporcional ao peso molecular. Sendo
que SD com 500 000 PM ja é considerado téxico niveis acima de 5 pg/mL. No entanto a
eficdcia nos processos de desagregacao celular aumenta inversamente com PM, sendo 5000
PM o mais efetivo. Outro dado importante desta pesquisa mostra que SD com 5000 PM
nao afeita o tempo de duplicagdo e a densidade méaxima de células para niveis entre 25 e
600 pg/mL. Este estudo permitiu observar o grande potencial de aditivos sulfatos como o
SD como agente de dispersao o que pode levar a um aumento da produgao de proteinas
recombinantes. Desta forma o tratamento com SD aumento quatro vezes o rendimento
volumétrico da proteina recombinante glicosilada. Contudo o avanco mais importante e
que as células podem ser infectadas em alta densidade, sem complicacoes de agregacao, o

que significa uma melhora consideravel nos processos em grande escala.(DEE., et al 1997).
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Em estudos realizados por Barabino e colaboradores (1999), foi observada adesao
excessiva de hemécias falciformes ao endotélio vascular, quando comparada as normais.
Esta associacao pode ser explicada pela ligacao das mesmas com proteinas endoteliais, como
a laminina. Nestes estudos, também foi avaliada a inibi¢cao desta adesao por polissacarideos
anionicos, entre eles o sulfato de dextrana. Foram relatados efeitos inibitérios importantes
na adesdo quando em presenga de sulfato de dextrana de alto peso molecular (78%),
mas também foram obtidos resultados promissores com sulfatos de baixo peso molecular
(52%), quando comparados com outras substancias, como a heparina (26%), e outros
glicosaminoglicanos que se mostraram ineficazes. Baseado nestas experiéncias, é sugerido
o uso do sulfato de dextrana nas culturas com microcarregadores para agir como agente
inhibidor de contato célula-célula, ja que na formacao destes aglomerados é preciso tal
contato. Contudo, recomendamos testes de diversas concentragoes do aditivo, pois este

também pode afetar os processos de adesao das células as superficies de ancoramento.

Outro estudo importante é o realizado por Ying e colaboradores em 2011 que
contribuiu para a compreensao dos efeitos do sulfato de dextrana sobre a apoptose de
células CHO. Assim foram testadas duas linhagens de células CHO que foram expostas a
agentes apoptoticos, e observou-se que o SD interfere nos processos de apoptose relacionados
com a via mitocondrial (liberagao de citocromos) sem envolver a ativagao da caspase-8.
Portanto o sulfato de dextrana pode também mostrar uma acao anti-apoptdtica o que
proporcionaria uma grande vantagem nas condicoes tipicas de cultura celular, como o
stress oxidativo, o stress osmotico, metabdlica a acumulagao subprodutos e esgotamento

de nutrientes, pois eles sdo importantes fatores indutores de apoptose (YING., et al 2011).
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1.9 Comentarios sobre a revisdo bibliografica

Os trabalhos analisados nesta revisao bibliografica nos permitiu perceber que:

a. Os avangos mais importantes para os cultivos em grande escala de CMM, envolvem
o uso de microcarregadores, os quais sao eficientes nos processos de adesao da célula

e atingem valores importantes de crescimento celular.

b. Um dos principais problemas enfrentados nestes sistemas de expansao ¢ a formacao
de aglomerados, que acontece quando os cultivos atingem concentracoes celulares

altas e, consequentemente, é observada excessiva formagao de matriz extracelular.

c. Faltas de metodologias de expansao/recuperacao eficientes e de alta produtividade
para o cultivo de CMM. Apesar que os estudos das CMM estao focados nas aplicagoes
terapéuticas todos eles apontam no seu potencial de diferenciagdo e comportamento

metabolico.

d. O estudo de substancias antiaglomerantes tem que ser avaliadas, pois estudos
demonstram as propriedades de polidnions sulfatados nos processos de controle de
aglomerados celulares. Entre as substancias citadas anteriormente, o SD surge como
um composto promissor, pois conserva a viabilidade celular e, quando comparado com

substancias com as mesmas qualidades, resulta ser o mais accessivel economicamente.

Como resultado desta analise, é possivel concluir que o desenvolvimento de uma

metodologia eficaz para o cultivo de CMM ¢ necessario e importante.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Locais de trabalho

Todos os procedimentos, se nao se indicar o contrario, foram executados no Labo-
ratério de Tecnologia de Cultivos Celulares (LATECC), localizado no Departamento de
Engenharia Quimica (DEQ) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar). Segue um

esquema da planta do laboratério (como mostrado na Figura 2.1)
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Figura 2.1 — Esquema do Laboratério de Tecnologia de Cultivos Celulares. (Acervo pessoal).

2.2 Materiais

2.2.1 Linhagem celular

CMM, imortalizada por expressao da transcriptase reversa da telomerase (hBMSC-
TERT), uma proteina catalitica da telomerase que impede o encurtamento dos telomeros
apos cada ciclo celular, que pode ser usada para gerar linhagens de células capazes de
se expandir indefinidamente (MIHARA et al., 2001). Esta linhagem também possui a
expressao de GFP (Green Fluorescent Protein), proteina que apresenta fluorescéncia verde
quando atingida por luz ultravioleta, o que permite a visualizagao de células vivas quando
utilizado um microscépio adequado (TSIEN, 1998). Esta linhagem foi concedida pelo Prof.
Dr. Dimas Tadeu Covas e pela equipe do Centro Regional de Hemoterapia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (USP). As células foram armazenadas em nitrogénio liquido

a -196 °C até seu uso.
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2.2.2 Meios de cultivo
2221 Meio a—MEM

Para a expansao das CMM foi utilizado o meio a—MEM (Minimum Essential
Medium) (GIBCO, EUA) suplementado com 15% de soro fetal bovino (HyClone®,
THERMO SCIENTIFIC, EUA), Hepes (SIGMA-ALDRICH, EUA), bicarbonato de s6-
dio (SIGMA-ALDRICH, EUA), L-glutamina (SIGMA-ALDRICH, EUA), L-arginina
(SIGMA-ALDRICH, EUA), e penicilina/estreptomicina (GIBCO, EUA). Para as andlises
de determinacao indireta da densidade celular foi utilizado meio a—MEM sem vermelho de
fenol (CUTILAB, BRASIL). Os detalhes da suplementagao do meio podem ser observados
na 2.1

Tabela 2.1 — Componentes do Meio a—MEM com vermelho de fenol utilizado no cultivo
da linhagem celular hMSC-TERT.

Componente Concentragao Fabricante
a—MEM com vermelho de fenol 10,20 g/L Gibco, EUA

Soro fetal bovino 0,15 L HyClone®, Thermo Scientific, EUA
D-glicose 2 g/L Sigma-Aldrich, EUA
L-glutamina 0,37 g/L Sigma-Aldrich, EUA
L-arginin a 0,44 g/L Sigma-Aldrich, EUA
HEPES 4,29 g /L Sigma-Aldrich, EUA
Bicarbonato de s6dio 1,26 g/L Sigma-Aldrich, EUA
Penicilina 5000 pg/mL Gibco, EUA
Estreptomicina 5000 pg/mlL Gibco, EUA

Agua ultra pura 1L Millipore,Alemanha

2.2.2.2 Meio de Congelamento

Meio composto de 90% (v/v) de soro fetal bovino (HyClone®, THERMO SCIEN-
TIFIC, EUA) e 10% (v/v) de DMSO (dimetilsulféxido, SIGMA-ALDRICH, EUA). Para
garantir a esterilidade, o meio foi filtrado com membranas de polietersulfona assimétrica

de 0,22 pum de poro estéril. (Millipore,Alemanha).

2.2.3 Corante

Solucao aquosa de azul de tripan 0,45% (v/v) (GIBCO, EUA), foi utilizada na
determinacao da viabilidade celular no hematocitometro. Este corante também foi utilizado
na analise do diametro de aglomerados, com o objetivo de corar os microcarregadores

Cultispher—S e aumentar o contraste em relacao ao fundo da lamina.
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2.2.4 Enzimas de dissociacao celular

A enzima Tryple (GIBCO, EUA) foi utilizada para a dissociagdo entre as células
e a superficie dos frascos T, e para a dissociacao entre as células e os microcarregadores
Cultispher-S foi utilizada a enzima Tryple Select 10X (GIBCO, EUA).

2.2.5 Microcarregadores

O microcarregador utilizado nos cultivos foi o Cultispher®-S (Sigma-Aldrich,EUA),
um microcarregador macroporoso de gelatina suina. Seu uso com MSC ja foi relatado na
literatura (YANG; ROSSI; PUTNINS, 2007; EIBES et al., 2010) e em estudos realizados
no LATECC (SANCHES, 2010; MENDONCA, 2013). Suas caracteristicas fisicas sao
detalhadas na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 — Principais caracteristicas do microcarregador Cultispher®-S.

Caracteristicas Valores
Densidade (g/mL) 1.04
Didmetro (pm) 130- 380

Média do didmetro de poro (um) 20

2.2.6  Solucdo antiaderente

A solugao Sigmacote® (SIGMA-ALDRICH, EUA) foi utilizada para impedir a
adesao das células e/ou dos microcarregadores nas paredes do biorreator, formando um
filme neutro e hidrofébico com o vidro. Se utilizou 1ml da solugao, a qual foi espalhada
pelas paredes do spinner e no impelidor. Apds sua utilizacao esperou-se no minimo 1 hora
para garantir a evaporacao completa da solucao Sigmacote® e, apds este procedimento, se

procedeu a esterilizacao do frasco spinner.

2.2.7 Reagente MTT

Foi utilizado o kit baseado no método do MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5
difeniltetrazdlio) (SIGMA-ALDRICH,EUA) para a determinacao indireta da densidade
de células viaveis nos cultivos no biorreator. O método se baseia no fato que, nas células
metabolicamente ativas, a enzima mitocondrial desidrogenase reduz o reagente MTT
(amarelo) ao formazan (roxo). Quando os cristais de formazan sdao solubilizados, é gerada
uma solugdo, que por meio da andlise de espectrometria no comprimento de onda de

570nm, permite determinar a concentracao de células vivas.
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2.2.8 Frasco de Cultura.

Para a expansao das células em culturas estaticas, foram utilizados frascos de cultura
celular (Frascos T) de poliestireno com érea superficial DE 75 cm? (TPP, SUECIA).

2.2.9 Frasco Spinner

Foi utilizado nos cultivos em microcarregador, o frasco tipo Spinner de 100mL
(BELLCO,EUA), que é um recipente de vidro com geometria cilindrica (tipo tanque), que

possui um impelidor central de vidro e bragos laterais.

2.2.10 Sulfato de dextrana

O Sulfato de dextrana foi utilizado como aditivo nos experimentos 1,3,4,5,6 e
7 com o intuito de verificar sua influéncia na formacao de aglomerados nos cultivos
com microcarregadores Cultispher-S. As caracteristicas deste produto estao relatados na
Tabela 2.3

Tabela 2.3 — Principais caracteristicas do Sulfato de Dextrana.

Nome Dextran sulfate sodium salt
Fabricante Sigma-Aldrich, EUA
Fonte Leuconostoc ssp

Massa Molecular 6,500-10,000

2.2.11 Anti-aglomerante

O Anti-clumping (GIBCO, EUA) foi utilizado como aditivo nos experimentos 8 e 9.
E um reagente concentrado que reduz a aglomeracao de células para auxiliar na obtencao
de altas densidades celulares viaveis, de culturas de células em suspensao.O fabricante
determina que é quimicamente definido e nao contém componentes de origem animal,

proteinas , enzimas, hidrolisados ou componentes de composi¢ao desconhecida.

2.3 Meétodos para o cultivo celular

2.3.1 Preservacao celular

As células foram preservadas em tubos de criogenia em nitrogénio liquido a -196 °C.
Para o congelamento, as células foram retiradas de culturas em fase de crescimento ex-
ponencial e centrifugadas a 1600 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as

células foram ressuspensas em meio de congelamento, composto de 90% (v/v) de soro
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fetal bovino (HyClone®, THERMO SCIENTIFIC, EUA) e 10% (v/v) de DMSO (dime-
tilsulféxido), (SIGMA-ALDRICH, EUA). As células foram colocadas em uma densidade
de 1.10° cel.mL~! em cada criotubo. Estes criotubos foram colocados num recipiente
contendo alcool isopropilico para garantir a taxa de congelamento constante de -1 °C por
minuto e congelados em ultrafreezer durante 24 horas. Apos este procedimento, foram

entao armazenados em nitrogénio liquido.

2.3.2 Ativacao Celular

Para ativagao das células o tubo de criogenia foi retirado do nitrogénio liquido e,
apos o descongelamento a temperatura ambiente, a suspensao de células foi transferida
para um tubo tipo falcon de 15mL (BD, EUA) contendo 9 mL de meio de cultura e
centrifugado a 1600 rpm por 5 minutos. O meio de cultura foi descartado para remocao
do DMSO e o pellet de células ressuspenso em meio de cultura foi transferido para uma
garrafa de cultura de 75 cm? (TPP, SUECIA).

2.3.3 Cultivo estatico em frascos T

Apos o descongelamento, as células foram cultivadas em frascos T e mantidas em
incubadora a 37 °C e 5% de CO, até atingir confluéncia de no méaximo 80%. Conforme a
confluéncia foi atingida iniciou-se o procedimento de expansao de um frasco T para outros
dependendo do nimero de células disponivel. Assim em primeiro lugar, o sobrenadante foi
retirado e as garrafas foram lavadas com uma solugao de PBS estéril, em seguida foram
adicionados 4 mL de Tryple TM e mantidos por 5 minutos em incubadora a 37 °C para que
as células consigam desaderir da superficie do frasco T. A acdo da enzima foi interrompida
apés a adicao de 12 mL de meio de cultura. O contetido do frasco T foi transferido pra
um falcon e centrifugado a 1600 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as
células foram resuspendidas em meio de cultura. Foi retirada uma aliquota de 100 uL para
realizar a contagem utilizando-se o método de exclusao do corante azul de tripan. Em
seguida, inoculou-se 4.10° células em cada garrafa de 75 cm? contendo 15 mL de meio
de cultura. As passagens continuavam até as células atingirem um ntmero minimo de
6,25.10°, para o preparo do inéculo do biorreator. Foi definido o uso de, no minimo, quatro

frascos de 75 cm? para atingir este objetivo.
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2.3.4 Cultivos em frasco spinner

Apobs os procedimentos de descongelamento e cultivos em frascos T, se realizou a
expansao das células em frasco spinner. A Figura mostra as etapas realizadas ao longo do

cultivo.
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Figura 2.2 — Esquema completo de cultivo das células hMSC-TERT para realizacao de

experimentos em frasco spinner. (Acervo pessoal).

As etapas pré-experimento aconteceram entre as 48 e 24 horas antes do indculo, nas
quais o frasco spinner foi preparado aplicando-se 1 mL de Sigmacote® nas suas paredes
internas afim de impedir a adesao das células nos frasco e logo apds um periodo de secagem
foi esterilizado em autoclave. Os microcarregadores foram pesados em um falcon (0.150
g do microcarregador Cultispher®, que corresponde a 3,0 g/L), adicionou-se 7,5 mL de
PBS e esse contetido foi levado para a autoclavagem. Apos a esterilizagdao, na camara de
fluxo laminar, o PBS foi descartado e adicionou-se 10 mL de meio de cultura a-MEM. Os

microcarregadores foram armazenados na geladeira até o momento do in6éculo no spinner.

Dessa forma, apos atingir o niimero de células necessario para o inicio do experi-
mento (6,25.10° células), estas foram inoculadas num frasco Spinner ja contendo meio e
o microcarregador. O volume de trabalho para todos os experimentos foi de 50 mL e o

spinner foi mantido na incubadora a 37 °C com 5% de COs,.

Os cultivos foram divididos em 2 fases: a fase de adesdo e a fase de expansao celular,
ou de crescimento. A fase de adesao durou as 8 horas iniciais, onde aplicou-se uma agitacao
de 40 rpm por 30 segundos a cada 15 minutos. Apds esse periodo, aumentou-se em 10
rpm a agitacao a cada hora, a partir de 20 rpm, até atingir 10 horas de cultivo. Na fase de
expansao, a agitagao foi mantida constante a 40 rpm e foi feita a troca de 50% do volume
total do meio de cultivo (25 mL) apés 24 horas de cultivo, com o objetivo de diluir os
metabdlitos téxicos (lactato e amonia), repor os nutrientes que foram esgotados e evitar

os valores de pH nocivos para as células.

Para acompanhar o desenvolvimento do cultivo, apds o fim da fase de adesao e a

cada 24 horas, foram retiradas amostras para verificar o pH, realizar os procedimentos
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de quantificacao celular e separar as amostras para as analises de aminoacidos, amodnia e
carboidratos. A cada 24 horas foram retirados 2 mL de meio contendo os microcarregadores.
Este procedimento realizou-se em duplicata antes e depois das troca de meio.Os 2mL
obtidos do spinner foram filtrados com uma pipeta de 5 mL que contém um filtro acoplado
na ponta (membrana de 100 ym de poro, BD, EUA) para separar o sobrenadante dos
microcarregadores. Os microcarregadores foram ressuspendidos no mesmo volume (2
mL) de meio de cultura a-MEM (CUTILAB, BRASIL) sem o indicador vermelho de
fenol. Do sobrenadante separado, separou-se 1 mL para as analises de amonia e 250 pl.
para as analises de carboidratos e aminoacidos respectivamente. Esses volumes foram
congelados para a realizacdo das analises. Do sobrenadante, foi também retirado 40 uL
para quantificar as células livres na suspensao utilizando o método de exclusao pelo corante
azul de tripan. Das amostras contendo o microcarregador e o meio de cultura a-MEM
(CUTILAB, BRASIL) sem o indicador vermelho de fenol, foram retiradas amostras de
500 pul. para realizar a quantificacdo determinada pelo método de MTT. Também foram
retiradas amostras de 500 pli para as andlises de imagens da microscopia 6tica e 250 uLL
de fluorescéncia para o acompanhamento do crescimento das células no cultivo. Apéds
realizadas essas analises, o restante da amostra é utilizado para realizar a analise de

aglomerados.

2.4 Meétodos analiticos

2.4.1 Analise de densidade e viabilidade celular

Para a analise de viabilidade e densidade de células foi utilizado o método de
exclusdo do corante azul de tripan (solucao 0,4%, GIBCO, EUA) (DOYLE; GRIFFITHS,
1998). A densidade celular foi determinada pela contagem em hemocitémetro. Foram
retiradas aliquotas de 20 uL, onde se acrescentou 20 ul. de uma solucao etilica 0,4%
(m/v) azul de tripan preparada previamente. Apés agitagao, a mistura foi depositada no
hemocitometro para a contagem com auxilio de um microscopio modelo BX51 Olympus
(Japao). Este processo foi repetido a fim de obter uma estatistica que representasse melhor
a realidade. Foram contados 16 quadrantes (8 quadrantes/cdmara) para diminuir os erros
de contagem e para o calculo da média aritmética das células vivas (ndo coradas) e mortas
(coradas em azul). A densidade celular total foi calculada pelo somatério do nimero de
células nao coradas (vidveis) com o nimero de células coradas (ndo vidveis), multiplicado
pelo fator de diluicao (FD) e pelo volume de um quadrante da cimara de Neubauer, como

mostra a Equacao 2.1.

DensidadeCelular (celulas) = (o + n4) * FD

mL 104 (2.1)
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A viabilidade celular foi calculada pela razao entre o nimero de células viaveis e o
nimero de células total no meio (células vidveis e invidveis) multiplicados por 100 como

mostra a Equacao 2.2.

Viabilidade(%) = — 2 % 100 (2.2)

Ny + Ng

Onde:
n, = numero de células viaveis;
ng = numero de células nao viaveis;
FD = Fator de diluicao;

Observacio: Volume de um quadrado grande da Camara de Neubauer = 104 mL

(Ilmm x Imm x 0,lmm = 0,1 mm?® = 10~* mL).

2.4.2 Calculo da velocidade especifica maxima de crescimento celular (zmax)

Para realizar o célculo de pmax, precisamos fazer o grafico dos valores com o

numero de células obtidas nos diferentes experimentos representadas na escala Log 10.

Na anélise deste grafico, serd identificada a fase de crescimento exponencial (tragado

de uma reta pelos valores com esse comportamento).

Apbés a identificacao desta fase, sera realizado o cédlculo da velocidade especifica
de crescimento celular, conforme a Equacao 2.3, para cada ponto presente na reta. Para
o calculo deste parametro é importante ter em consideragao os valores medidos antes e

depois da troca de meio.

_ Ln(NtQ/Ntl)

2.
r— (2.3)

Onde:
1 = velocidade especifica de crescimento
N, = ntmero de células no tempo 1
Ny
t, = tempo 1

, = numero de células no tempo 2

to = tempo 2
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2.4.3 Célculo do fator de diluicdo (FD)

Entende-se como fator de diluicdo, o valor que serda multiplicado ao ntimero de
células em cada processo de amostragem tendo em consideragao a retirada das amostras
de 2 mL (meio + microcarregadores com células) anteriores, ou seja, este novo valor
representa o numero de células caso o cultivo nao fosse diluido a cada amostragem (ja que
as reposi¢oes dos 2 mL foram feitas apenas com meio de cultura, sem microcarregadores).
Para o calculo do niimero de células com a corre¢ao do FD a cada amostragem se utilizou

a seguinte formula:

NC x em®
NCwp) = ———— (2.4)

Onde:
NC = Numero total de células
NC'rpy = Namero total de células multiplicado pelo fator de diluigao
em®= concentracdo inicial de microcarregador

cm = concentracao de microcarregador

2.4.4 Determinacao da densidade celular total pelo método baseado no MTT

Utilizou-se o método colorimétrico do MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il-
2 5-difeniltetrazolio) sugerido pela primeira vez por Mossman (1983), para quantificagao
da populagao viavel de células aderidas. Este método se baseia na atividade da enzima

mitocondrial desidrogenase que reduz o MTT (amarelo) ao formazan (roxo).

Para a aplicagao do método baseado no MTT foi necessaria a preparacao de uma
curva de calibragao da densidade celular em fun¢ao da absorbancia antes de iniciar um

experimento de expansao de CTMs.

Para a reacao, foram adicionados 50 pl. de reagente do MTT em 500 pl de
amostra,e a mistura foi homogeneizada e colocada na incubadora de CO5 a 37 °C por 4

horas.

Durante esse periodo, a cada hora a amostra foi agitada manualmente para garantir
a homogeneizacdo da mesma com o reagente do MTT. Apds o periodo de incubacao, foi
adicionado 500 pL de solugao de solubilizacao do cristal de formazan azul escuro. Em
seguida, a amostra foi centrifugada para a sedimentacao dos microcarregadores e dos restos
celulares e o sobrenadante foi analisado em triplicata, no espectrofotometro de placas de

96 pocgos. A Figura 2.3 mostra o fendmeno descrito.
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Figura 2.3 — Representacao da reacao enzimatica em que se fundamenta o método do
MTT.

2.45 Analises de nutrientes e metabdlitos

Durante o experimento foi feita a retirada de amostras do sobrenadante, que foram
estocadas a -20 °C, para posterior analise de niveis de glicose, lactato, aminoacidos e
amoénia. A andalise de aminoacidos foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), baseada no método proposto po Henrikson & Meredith (1984). Foi utilizada
uma coluna pico-tag (Waters, IRL) como fase estacionaria e como eluente foi utilizado
um gradiente constituido por duas fases méveis (A e B). A fase A é composta de acetato
de sédio tri-hidratado 17,86 g/L (J. T. Baker, EUA), trietilamina 0,047% v/v (SIGMA-
ALDRICH, EUA), EDTA 0,0188% v/v e acetonitrila 6% v/v (Panreac, ESP) em dgua
ultrapura tipo 1. A fase B contém acetonitrila 60% v/v e EDTA 0,02% v/v em dgua
ultrapura tipo 1. As condigoes de operacao do cromatédgrafo da Waters foram: temperatura
de 36°C, tempo de corrida de 45 minutos e gradiente com vazao pré-determinada. Os
picos foram detectados no comprimento de onda 254 nm. As amostras do sobrenadante do
cultivo foram preparadas segundo as etapas de filtracdo, secagem, reidratagao, derivatagao
até sua diluicao em tampao antes de sua injecao no equipamento. Foi preparada uma curva

padrao a partir do padrao da Waters. Todos os reagentes utilizados sao de grau analitico.

O bioanalisador YSI-7100 MBS (Multiparameter Bionanalytical System, Yellow
Springs Instruments, EUA) foi também utilizado para uma andlise de glicose, dcido lactico,
glutamina e glutamato. Sua metodologia baseia-se na producao de perdxido de hidrogénio
pela enzima oxidase imobilizada em membranas na presenca do substrato. O perdxido
¢é entao oxidado em um anodo de platina produzindo elétrons em uma taxa constante e
proporcional a quantidade de substrato, sendo assim, a concentracao do substrato pode

ser definida.

As andlises de amonia foram feitas nas amostras do sobrenadante do meio de cultivo
com eletrodo fon seletivo. O medidor da Thermo Scientific (EUA), modelo ORION 710A,
foi utilizado para obter as medidas de milivoltagem. Foi preparada uma curva padrao a
partir de uma solugao padrao contendo amoénia (cloreto de aménia - SIGMA-ALDRICH,
EUA).
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2.4.6 Recuperacao das células aderidas aos microcarregadores

Ao término do cultivo foi utilizada a enzima Tryple Select 10X (GIBCO,EUA) para
a recuperacao das células do microcarregador Cultispher-S®. Os microcarregadores no
meio de cultura foram centrifugados a 1600 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi retirado.
A enzima foi adicionada para garantir a dissociagao celular e a mistura foi mantida por
5 minutos a 37 °C em banho termoestatico até a dissolucao da matriz de gelatina do
Cultispher-S. Apos esse periodo, as células em suspensao foram quantificadas por meio do
método de exclusao pelo corante azul de tripan em hematocitometro. A porcentagem de
células recuperadas foi obtida por meio de uma regra de trés simples, tendo como base

(100%) o ntimero de células vidveis obtido pelo método do MTT.

2.4.7 Andlise de diametros médios dos aglomerados de microcarregadores

Para realizar esta andlise, adicionou-se 20 L de solugdo aquosa de azul de tripan
0,4% (m/v) (GIBCO,EUA) as amostras retiradas durante o cultivo para corar os microcar-
regadores. Utilizou-se o microscépio invertido modelo CK30 (Olympus, Japao) e a cAmara
modelo DMC- LS 80 (Panasonic, Japao).

As imagens foram transferidas para o software Image Pro Plus, empregado para
selecionar os aglomerados e calcular o didmetro médio de cada um. Foram analisadas 40

aglomerados por amostra, para assim calcular a média aritmética e o desvio padrao.

2.4.8 Andlises de Imagens

A documentacao das imagens foi realizada utilizando a cAmera modelo DMC- LS
80 (PANASONIC, JAPAO). A obtencao das imagens com fluorescéncia foi possivel uma
vez que a linhagem hMSC-TERT possui a proteina GFP, que emite fluorescéncia na zona
verde do espectro visfvel. O microscopio utilizado foi o0 BX51 (OLYMPUS, JAPAO).

Para as imagens sem fluorescéncia, foi utilizado o microscopio invertido, modelo
CK30 (OLYMPUS, JAPAO). Estas imagens foram obtidas apés o tratamento da amostra
contendo os microcarregadores com células com o reagente do MTT, depois de 4 horas

incubadas a 37 °C.

2.4.9 Analises de Citometria de fluxo

No final do cultivo, as células recuperadas do microcarregador Cultispher-S®
foram descongeladas e cultivadas em frasco T até atingir 80% de confluéncia. Logo apds
este processo, as células foram desaderidas com a enzima TrypleTM Express (GIBCO,
EUA) e divididas em aliquotas de 100 uL de PBS com 2,5 x 10° células. Em seguida,

foi realizada a imunomarcagdo com os seguintes anticorpos monoclonais por 15 minutos
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a temperatura ambiente e com a auséncia de luz: Anti-CD73-PE, Anti-CD105-PerCP,
Anti-CD90-PE, Anti-CD31-PE ou Anti-CD34-PE, Anti-CD45-APC, Anti-CD14-PE e
anti-HLA-DR (PerCP). Apés o periodo de incubagdo, as células foram lavadas duas vezes
e ressuspendidas em PBS para a andlise no citémetro de fluxo (FASCalibur BD, EUA)
utilizando o software CELLQuestTM. As andlises foram realizadas no laboratorio de

Citometria de fluxo do centro Regional de Hemoterapia de Ribeirao Preto.

2.4.10 Diferenciacao celular

As células provenientes das etapas pré e pos cultivo em microcarregadores foram
induzidas a diferenciacao em adipdcitos e ostedcitos. Este processo consistiu em suplementar
o meio de cultura com indutores especificos para cada tipo de diferenciacdo. Em uma
microplaca de 24 pocos, foram inoculados 4.10* células por poco com meio suplementado

correspondente a cada tipo de diferenciagao.

A placa de pogos foi mantida a 37 °C com 5% de COs. O processo de diferenciacao
foi dividido em trés etapas: adesao, pré-inducao e diferenciacao. Os detalhes de cada tipo

de cultivo foram descritos na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 — Detalhes dos processos realizados na diferenciacao celular.

Adesao Pré-indutora Diferenciacao
Tipo de meio
Duracao 24 horas 10 dias 14 dias
Suplementacao — Osteécitos: 1078 M de dexameta- Ostedcitos: 2 mM de f-
sona 50 mM de acido ascorbico-2- glicerolfosfato Adipécitos:

fosfato. Adipécitos: 1078 M de de- 2.5 mg.mL~! de insulina
xametasona 5 puM rosiglitozona.

Troca de meio — Metade a cada 2 a 3 dias Metade a cada 2 a 3 dias

No caso dos ostedcitos, aproximadamente apos 28 dias de cultivo, foi realizada a
coloracao, assim os pocos foram lavados com PBS e incubados em soluc¢ao contendo 5% de
nitrato de prata por 30 minutos protegido da luz. Apos esse periodo as culturas foram
lavadas com H,O destilada e neutralizadas com uma solucao contendo 2% de tiossulfato
de sédio. O excesso de nitrato de prata foi removido com lavagens com adgua destilada. As
amostras foram entdo analisadas em microscopia ética,e a diferenciacdo em ostedcitos foi
evidenciada pelo acimulo de cristais de oxalato de calcio corados com Vom Kossa. Para
os adipocitos, os pocos foram lavados com PBS e corados com Sudam II por 5 minutos.
Em seguida, foi feita a lavagem com dgua destilada e fixados em alcool 70% (v/v). As
amostras foram entao analisadas em microscopia otica, a diferenciacao em adipécitos foi

caracterizada pela formacao de goticulas de gordura coradas em vermelho.



3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

3.1 Selecdo de condicoes de cultivo

Para a definicdo de parametros iniciais do cultivo como o tipo de meio, microcarre-
gador, quantidade de in6culo foram levados em conta trabalhos anteriores realizados no
LATECC. (MENDONCA, 2013); (MIZUKAMI, 2011); (SANCHES, 2010).

Assim foram definidas as seguintes condi¢bes para todos os cultivos em frasco

spinner, como mostra a 3.1.

Tabela 3.1 — Condigoes iniciais para cultivos em frasco spinner.

In6culo 1,25 x 10° células/mL

Microcarregador Cultispher- S 3g/L

Meio de cultivo a-MEM suplementado com 15% (v/v) de SFB.
Volume de trabalho 50 mL

Glicose lg/L

Glutamina 0,36 g/L

Arginina 0,43 g/L

Os cultivos da linhagem hMSC-TERT foram mantidos a 37 °C, e neles se reconhecem
duas fases no cultivo, a fase de adesdo (com agitagdo intermitente durante 8 horas, de 15
em 15 minutos por 30 segundos a 40 rpm) e a fase de crescimento onde se mantém uma

agitacao constante de 40 rpm.

E importante mencionar que a agitacao intermitente durante a fase de adesao tem
como objetivo aumentar o contato entre as células e os microcarregadores e permitir uma

adesao eficiente.

Na literatura existem relatos de diversas formas de agitacdo durante a fase da
adesao, assim alguns preferem uma agitacdo intermitente (FERNANDES et al., 2007;
FRAUENSCHUH et al., 2007; SCHOP et al., 2008) ja outros autores preferem um
sistema em repouso durante as primeiras horas (WEBER et al., 2007; YANG; ROSSI,
PUTNINS,2007).

Com intervalos de 24 horas em cada experimento foram realizadas trocas de meio de
cultura. Este regime de reposicao de meio é importante para alcancar densidades celulares
elevadas, pois a cada troca ocorre disponibilizagao de nutrientes essenciais e redugao do

acumulo de metabdlitos (téxicos).
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Estas trocas de meio sao relativamente faceis em volumes pequenos (50, 100 mL),
mas se tornam excessivamente custosas em larga escala. Esse fato levou alguns autores a
pesquisar sistemas de alimentacao (EIBES et al, 2010.; SART et al, 2009.; SCHOP et al,
2010.; SUN et al., 2010).

3.2 Planejamento dos experimentos

A Tabela 3.2 mostra um resumo do conjunto de experimentos realizados em ordem

cronolégica com a finalidade de avaliar a expansao de CMM em frasco Spinner.

Para avaliar o efeito dos aditivos Sulfato de dextrana e Anti-aglomerante, tornou-se
necessario a realizacdo de um trabalho exploratorio para a definicado das concentragoes
ideais utilizadas nos experimentos em frasco Spinner. Assim, nos experimentos 1 e 8 foram
utilizadas placas de poliestireno de 24 pogos, onde foram testadas 3 concentracoes dos

aditivos mencionados, além do controle.

Os experimentos 2 e 6 sao denominados de controles pois os meios de cultura nao
foram enriquecidos com aditivos. Nos experimentos 3 e 4 foram adicionadas, apds as 24
horas, meio a-MEM contendo 0.05% de Sulfato de dextrana. Nos experimentos 5 e 7 foi
adicionado, apds as 24 horas, meio a-MEM contendo 0.01% de Sulfato de dextrana. No
experimento 9 foram adicionados, apds as 24 horas, meio a-MEM contendo o aditivo

anti-aglomerante em uma dilui¢do de 1/10* (v/v).

Tabela 3.2 — Resumo dos experimentos realizadosa.

EXPERIMENTOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Placa Placa
Frasco Frasco Frasco Frasco Frasco Frasco Frasco
EQUIPAMENTO de ) ) ) ) ) ) de )
Spinner Spinner Spinner Spinner Spinner Spinner Spinner
pogo pogo
INOCULO
(TOTAL DE 1x10° 6.25x10% 6.25x10° 6.25x10% 6.25x10% 6.25x106 6.25x106 1x10% 6.25x106
CELULAS)
VOLUMEM DE 1 50 50 50 50 50 50 1 50
TRABALHO (ML)
DURACAO
72 240 144 144 144 264 240 72 240
(HORAS)
Anti- Anti-
ADITIVOS SD Nao SD SD SD Nao SD Clum- Clum-
ping ping
CONCENTRACAO 1% 1/107
01% - 0.05% 0.05% 0.01% - 0.01% 1/10®  1/10*
DE ADITIVOS ¢ o7 0 0 oY i /
0.01% 1/10

Foram realizadas anélises de densidade e viabilidade celular em hematocitémetro para todos os cultivos. Ané-
lises de MTT, CLAE, YSI foram realizados para todos os cultivos em spinner. Anélises de eletrodo ion seletivo para a

determinacgdo da amoénia foi realizado para todos os cultivos em frasco spinner com excepc¢ao do experimento 9.
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3.3 Experimento 1

Este experimento foi realizado com o objetivo de definir as concentra¢ées de SD
em experimentos em frasco spinner em placa de poliestireno de 24 pocos, com um inéculo

de 1x10° células.

Foram testadas 3 concentracoes de SD baseados em experimentos prévios realizados
no LATECC (MENDONCA, 2013).

A Figura 3.1 apresenta os resultados obtidos em trés dias de cultivo de trés
concentracoes diferentes de SD Apds 24 horas, as concentracoes de 1% e 0,1% de S.D
apresentaram uma queda significativa no niimero de células, o que evidencia a influéncia

do SD nos processos de adesao.

J& os grupos controle e 0,01% SD, apresentaram nuimero de células similares apds
as 24 horas iniciais. No entanto, apesar da queda inicial apresentada nas concentragoes de
1% e 0,01% de SD, as células que conseguiram aderir cresceram. Contudo, este crescimento
nao foi suficiente para atingir os valores de niimero total de células apresentados pelo
grupo controle e 0,01% de SD.

Este experimento em placa foi de carater exploratorio e permitiu comprovar o efeito
negativo do S.D. na adesao celular, razao pela qual este serd adicionado aos cultivos apos

24 horas, garantindo assim uma fase de adesao eficiente.

Baseado nestes resultados, decidiu-se pela utilizacao da concentracao de 0,01%
SD para os cultivos em frasco spinner. Entretanto, também foram testadas concentracoes
maiores. Assim, serao apresentados experimentos em frasco spinner com 0,05% S.D e
0,01% S.D.
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Figura 3.1 — Resultados do experimento 1 realizados em placas de poliestireno de 24 pocos,
sem microcarregadores.Foram testadas 3 concentracoes diferentes de sulfato de dextrana.
In6culo de 1 x 105 células/mL. O ntimero de células foi determinado pela contagem em
hemacitometro. Os valores apresentados sao a média e desvio padrao obtido da utilizacao

da amostragem de 3 pogos por amostragem.

3.4 Experimento 2

Este experimento foi realizado como controle das condigoes iniciais da linhagem
hMSC-TERT em cultivos em frasco spinner. Os resultados obtidos estao apresentados na
Figura 3.2. Esta mostra o crescimento celular e os demais parametros avaliados durante 264
horas de cultivo. Os dados de crescimento sdao mostrados em escala Log 10 para evidenciar

a fase exponencial.

Apés o periodo de adesao (8 horas) foi observada uma fase exponencial (delimitada
pela barra horizontal, e as setas pretas), apresentando uma velocidade especifica maxima
de crescimento celular (fimqee) de 0,014 A1, que corresponde a um tempo de duplicagio
de 49,51 horas. O crescimento foi continuo até as 192 horas atingindo um valor maximo
de 6,91 x 107células sem a corregao do fator de diluigao (FD) e de 1,34 x 10® com a
correcao do FD; o que representa um fator de expansao de 11 e 20 vezes respectivamente

considerando o namero de células inicialmente inoculado.
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Na Figura 3.2(D) se apresentam os valores em nimero de células aderidas nos
microcarregadores, sem a correcao do fator de dilui¢do (verde) e com fator de dilui¢ao
(laranja). Optou-se por apresentar os valores corrigidos para ilustrar o valor que poderia se
obter sem a retirada diaria de meio para o monitoramento do cultivo, ja que a retirada de
amostra é significativa ao longo do tempo nos volumes trabalhados.Este fator de diluicao
(FD) refere-se a estimativa no caso das amostras de 2 mL contendo células e microcarrega-
dores nao fossem retiradas. A apresentacao dos valores com FD sao importantes para evitar
a sub-estimacao do niimero de células em cultivos em grande escala, ja que para esses
cultivos de volumes considerdveis ( > 5L) as amostragens didrias nao seriam significativas;
estes valores sdo importantes também nos cultivos realizados para a terapia celular, ja que
nessas condi¢oes nao seriam retiradas amostras didrias (principalmente para evitar riscos

de contaminagao).

O experimento apresentou uma fase de crescimento exponencial das 24 as 192 horas.
Apés este periodo observou-se uma reducao no numero de células quantificadas, e este
declinio pode ser explicado pela formacao de grandes aglomerados de microcarregadores

que chegaram a uma média de 746 um nas 192 horas de cultivo.

Na Figura 3.2(B) sao apresentados os didmetros médios de agregados de micro-
carregadores os pontos em rosa consideram todos os microcarregadores encontrados nas
amostras analisadas, os valores em azul representam os diametros médios de agregados de
microcarregadores acima de 400 ym. Esses valores representam agregados de pelo menos
dois microcarregadores, ja que o valor maximo do diametro de um tnico microcarregador
encontrado foi de 390 ym.Mediante esta comparacao, obtemos um valor mas representativo

das médias de aglomerados ao excluir valores que tem em conta um tnico microcarregador.

Neste experimento observa-se que a partir das 144 horas os valores entre o antes
e o depois das trocas de meios ficaram mais distantes, o que pode ser explicado pela
presenca de aglomerados que deixam menos homogéneas as amostragens ja que um tnico
aglomerado pode significar uma diferenca muito grande entre as amostras. Além disso,
estes aglomerados impedem a entrada do reagente do MTT, o que pode subestimar a

quantificacdo das células que se encontram mais internamente nos grandes aglomerados.

Este fato aponta que a mesma dificuldade que o reagente do MTT tem ao entrar
em contato com as camadas mais internas das células dos grandes aglomerados, também é
encontrada pelos nutrientes e gases, o que poderia explicar a morte celular apos a formagao

dos grandes aglomerados.

Alguns autores atribuiram o fato da formagao destes aglomerados ao grande
potencial de proliferacao caracteristico das células tronco e a capacidade de crescimento

em multicamadas.(FRAUENSCHUH et al., 2007) ( WEBER et al., 2007).

A Figura 3.2(D), também mostra os valores da concentragao de células em suspensao
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esses valores sao baixos e relativamente constantes ao longo do cultivo, esse fato corrobora
que o microcarregador Cultispher-S, e o protocolo adotados durante o periodo de 8 horas

apos o in6culo foi eficiente para garantir uma boa fase de adesao.

A Figura 3.2(A), mostra os valores de pH do experimento 2, observou-se a dificuldade
de manter o pH na faixa 6tima para este tipo de células (7,2-7,4) assim foram reportados
valores minimos de 6,7 as 120 e 168 horas de cultivo. Este fato é explicado pela quantidade
de células e a consequente producgao de acido latico que acidifica o meio. Esta queda de
pH melhorou pouco com as trocas de 50% do volume de meio didrias, ja que apds as 192 h
oras a queda de este parametro pode ter provocado o fim da fase exponencial e a posterior

queda no crescimento celular.

A Figura 3.2(C), apresenta os valores em mM de nutrientes e metabélitos. Observa-
se que a glicose atinge um valor minimo de 4,1 mM &s 168 horas, o que nao afetou o
crescimento celular. As maiores taxas de consumo especifico de glicose foram observadas
entre as 96 e 120 horas com valores de 4,43 x 107'% ¢ 4,28 x 107'° (mmol Substrato/h*célula),

respectivamente.

O consumo do aminoacido semiescencial arginina foi consideravel neste cultivo,
e atingiu valores minimos as 120 horas (1,165 mM) porém nao atingiu niveis préximos
de zero nos quais outros autores ja reportarem como uma variavel importante de morte

celular.(SANTOS, 2013).

Referente a produgao de metabolitos, a amoénia subproduto da glutamina atingiu
valores inibitérios as 168 horas de cultivo (2,92 mM), assim a taxa méaxima de produgao
deste metabdlito se encontra entre as 168 e 192 horas (0,004 mmol/h) o que coincide com

0 numero méximo de células.

E reportado na literatura que valores de 2,4 mM de aménia sdo inibitérios para
CMM humanas (SCHOP et al., 2009), desta forma este fato junto com uma queda constante
nos valores de pH sao apontados como os mais determinantes para o fim da fase exponencial

e a posterior queda no crescimento celular.

A Figura 3.3, apresenta imagens da microscopia ética obtidas ao longo do cultivo
onde se evidenciam a formacao de aglomerados ao decorrer do tempo. Estes aglomerados

sao mais evidentes nas 192 horas de cultivo como mostra a Figura 3.3(i),(j).
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Figura 3.2 — Resultados obtidos no Experimento 2 (primeiro controle) com a linhagem
hMSC-TERT cultivada em frasco spinner. com inéculo inicial de 1.25x10° células/mL; 3
g/L de microcarregadores Cultispher-S.(A) Valores de pH obtidos. As setas vermelhas
acima do grafico na escala de tempo em horas representam as trocas de 50% de meio. (B)
Resultados dos diametros médio dos aglomerados de microcarregadores Cultispher-S®, os
valores em rosa consideram todos os elementos da amostra, os valores em azul consideram
os elementos acima de 400 um (C) Resultados das concentragoes de nutrientes (glutamina,
arginina e glicose) e metabdlitos (amonia e lactato).(D) Ntamero de células aderidas durante
o cultivo. Os valores em laranja representam o nimero de células aderidas tendo em conta
o fator de dilui¢ao (FD); os valores em verde representam os valores sem a corregao do
FD. Os valores em azul representam as células livres na suspensao. As setas pretas junto
com a linha inclinada delimitam o inicio e o fim da fase exponencial, fase na qual sera

feito o célculo da velocidade especifica maxima de crescimento celular (fimaz)-
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Figura 3.3 — Imagens da microscopia dos microcarregadores Cultispher-S® no decorrer do
experimento 2. O tempo de cultivo em (a) e (f) foi de 8 horas, em (b) e (g) de 48 horas,
em (c) e (h) de 144 horas, em (d),(e),(i),(j) de 192 horas. Nas imagens (a) a (e), as células
ativas expressam GFP, e sdo evidenciadas por meio de pontos verdes. Nas imagens (f) a (j)
as células viaveis correspondem aos pontos escuros que resultam da aplicacao do corante

MTT.A magnificacao foi de 100x para todas as imagens.

3.5 Experimento 3

O experimento 3 foi realizado em condigoes experimentais similares ao experimento
2, com a unica diferenca da adi¢ao de 0,05% SD apds as 24 horas de cultivo. Os resultados

estao representados nas Figuras 3.5 e 3.4.

A Figura 3.5(D) presenta o ntimero de células obtido durante o cultivo até ds 144
horas. Apos a fase de adesao observou-se um ligeiro aumento no crescimento celular porém
nao foi o esperado para este experimento, assim o valor maximo de células obtido foi de
1,89 x 107 células sem a corregao do fator de diluigao (FD) e de 3,12 x 107 com a correcio
do FD; o que representa um fator de expansao de 3 e 5 vezes respectivamente considerando

o numero de células inicialmente inoculado.

A Figura 3.5(C) mostra que durante este experimento ndo ocorreu esgotamento
de glicose, nem foi evidenciado valores de amodnia inibitérios no cultivo celular. Um fato
importante de ressaltar é que o consumo do aminoacido arginina foi importante durante
o cultivo, mesmo com concentragoes baixas de células.Neste cultivo nao se realizou a
suplementacao do meio com arginina (3 mM), de tal forma que foi realizado s6 com a
arginina presente na formulacao original do meio a-MEM (0,498 mM) mesmo assim ao
comparar com outros trabalhos realizados no LATECC (MENDONCA, 2013) se esperava
um crescimento maior. Observou-se que ao adicionar o SD apds as 24 horas o consumo de
arginina se duplicou passando de 4,50 x 107* a 9,04 x 10~* (mmol/h). Este fato permite

deduzir que ao metabolismo da célula mudou com a adi¢ao de SD.

Assim houve duvida sobre qual era a causa principal que impediu o crescimento

satisfatério das células se este foi causado pela concentracao de SD de 0,05% inoculada apds
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as 24 horas ou pelo esgotamento da arginina. Assim, com o fim de eliminar a influéncia da
falta de arginina nos cultivos, o experimento 3 foi repetido mas com a adicao de arginina

numa concentracao final de 3 mM.

A Figura 3.5(A) mostra que os valores de pH atingiram valores baixos por volta de

6,9 a partir das 72 horas de cultivo.

Devido ao fato que, nao foi registrado um crescimento satisfatério do cultivo,os
valores dos aglomerados nao foram altos e a maior parte correspondem a microcarregadores
individuais como o observado na Figura 3.5(B). A Figura 3.4 apresentam as imagens de
microscopia 6tica onde sao evidentes hegemonia dos microcarregadores individuais durante

o decorrer do experimento.

Figura 3.4 — Imagens da microscopia dos microcarregadores Cultispher-S® no decorer do
experimento 3. O tempo de cultivo em (a) e (e) foi de 8 horas, em (b) e (f) de 48 horas,
em (c) e (g) de 96 horas, em (d),(h) de 144 horas. Nas imagens (a) a (d), as células ativas
expressam GFP, e sdo evidenciadas por meio de pontos verdes. Nas imagens (e) a (h)
as células viaveis consistem nos pontos escuros que resultam da aplicacao do método do

MTT. A magnificagdo foi de 100x para todas as imagens.
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Figura 3.5 — Resultados obtidos no Experimento 3 com a linhagem hMSC-TERT cultivada
em frasco spinner. com indculo inicial de 1.25x10° células/mL; 3 g/L de microcarregadores
Cultispher-S. (A) Valores de pH obtidos. As setas vermelhas acima do grafico na escala de
tempo em horas representam as trocas de 50% de meio.(B) Resultados dos didmetros médio
dos aglomerados de microcarregadores Cultispher-S®, (C) Resultados das concentragdes
de nutrientes (glutamina, arginina e glicose) e metabdlitos (amonia e lactato).(D) Ntmero
de células aderidas durante o cultivo. Os valores em laranja representam o ntmero de
células aderidas tendo em conta o fator de diluigao (FD); os valores em verde representam
os valores sem a correcao do FD. Os valores em azul representam as células livres na

suspensao.

3.6 Experimento 4

Este experimento foi realizado em condig¢oes similares ao experimento 3 com a

unica diferenga da suplementag¢ao do meio com arginina para atingir uma concentragao
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final de 3 mM. Os resultados estao representados nas Figuras 3.6 e 3.7.

Neste experimento o tempo de cultivo foi de 144 horas, o valor maximo de niimero
de células foi reportado as 144 horas e correspondem aos valores de 2,07 x 107 células
sem a correcao do fator de dilui¢do (FD) e de 3,55 x 107 com a correcio do FD; o que
representa um fator de expansao de 3,3 e 5,7 vezes respectivamente considerando o niimero

de células inicialmente inoculado.

Os valores de pH foram baixos a partir das 72 horas, mas foram controlados com

as trocas de meio de cultura.

Observou-se uma diferenga importante entre os diametros médios dos aglomerados
quando se tem em conta sé os valores acima de 400 pum (azul) e todos os microcarregadores
presentes na amostra (rosa), assim as 144 horas se reportam valores de 341 ym para a
amostra total e de 511 pum para microcarregadores acima de 400 pm. Este demostra que a
maioria dos elementos presentes na amostra se encontram abaixo do didmetro médio dos

microcarregadores.

Com respeito a4 analises de nutrientes, percebe-se que a suplementacao do meio
com arginina permitiu que este aminoacido nao alcancasse valores préximos a zero,o valor
minimo de 1,34 mM foi reportado logo as 24 horas. A glicose também obtive seu valor
minimo as 144 com 5,08 mM mas nao chegou a alcancar valores que comprometessem o

cultivo.

Referente aos metabdlitos a produgao de amonia foi baixa e o lactato alcangou seu

valor maximo de 12,6 mM &s 72 horas.

A anélise dos resultados deste experimento com suplementacao de arginina permite
esclarecer que o efeito inibidor do crescimento visto no experimento anterior se deve a
concentracao de 0,05% de SD. Portanto, a adicao de concentragoes de SD tem que ser

menor que este valor.

A Figura 3.7(h) confirma a auséncia de grandes aglomerados, mostrando apenas
que a melhoria no crescimento, embora baixa, se deve a proliferacao das células dentro do

mesmo microcarregador.
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Figura 3.6 — Resultados obtidos no Experimento 4 com a linhagem hMSC-TERT cultivada
em frasco spinner. com in6culo inicial de 1.25 x 105 células/mL; 3 g/L de microcarregadores
Cultispher-S®. (A) Valores de pH obtidos. As setas vermelhas acima do grafico na escala
de tempo em horas representam as trocas de 50% de meio. (B) Resultados dos didmetros
médio dos aglomerados de microcarregadores Cultispher-S®, os valores em rosa consideram
todos os elementos da amostra, os valores em azul consideram os elementos acima de
400 pm (C) Resultados das concentragoes de nutrientes (glutamina, arginina e glicose)
e metabdlitos (amonia e lactato).(D) Numero de células aderidas durante o cultivo. Os
valores em laranja representam o nimero de células aderidas tendo em conta o fator de
diluigdo (FD); os valores em verde representam os valores sem a corregao do FD. Os valores

em azul representam as células livres na suspensao.
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Figura 3.7 — O tempo de cultivo em (a) e (e) foi de 8 horas, em (b) e (f) de 48 horas, em
(c) e (g) de 120 horas, em (d),(h) de 144 horas. Nas imagens (a) a (d), as células ativas
expressam GFP, e sdo evidenciadas por meio de pontos verdes. Nas imagens (e) a (h)
as células viaveis consistem nos pontos escuros que resultam da aplicacao do método do

MTT. A magnificagado foi de 100x para todas as imagens.

3.7 Experimento 5

Realizou-se em condigoes similares ao experimento 2, a inica modificacao realizada
foi a adigao de SD na concentragao de 0,01% 24 horas apés o indculo. Os resultados estao

representados nas Figuras 3.9 e 3.8.

A Figura 3.9(D) mostra que, mesmo sem atingir valores de crescimento parecidos
com o experimento controle, o uso desta concentragao nos permite visualizar uma breve
fase exponencial, esta foi delimitada entre as 24 e 96 horas e se obteve um fi,,,, de 0,018
(h™1), o qual é semelhante a outras obtidas na literatura como a de 0,02 (h™!), obtida por
Schop e colaboradores (2009). E chega ser ainda superior ao 0,010 (h~!) apresentadas por
Santos (2013). Assim, este experimento obteve um valor méximo de 3,94 x 107 células
sem a correcao do fator de diluicio (FD) e de 5,73 x 10”7 com a correcao do FD; o que
representa um fator de expansao de 4,5 e 6,6 vezes respectivamente considerando o niimero

de células inicialmente inoculado.

Assim esta melhora de quase o 20% no crescimento nao pode ser mantida e se
observou uma queda as 120 e 144 horas, o que foi acompanhado por quedas de pH

consideraveis.

Em referéncia aos nutrientes, a glicose se manteve em niveis aceitaveis e ndo chegou
a esgotar, ja a arginina manteve uma taxa de consumo alta durante todo cultivo quando
comparada com o consumo do experimento controle, assim se reportou um valor de
consumo de 3,02 x 107® (mmol/h) entre 4s 96 e 120 horas de cultivo, acompanhando os
valores méximos de ntimero de células. E importante ressaltar que, devido aos testes no

experimento 3 observou-se que a taxa de consumo de arginina também se duplicou apds a
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adi¢do do S.D. Se encontrarem valores de arginina proximos de zero as 120 e 144 horas,
o que sugere que a deplecao da arginina possa ter ocasionado o fim da fase exponencial.
Foram alcancados com 144 horas valores de amonia de 2,27 mM, estes valores embora altos
nao atingem ao valores inibitdrios reportados na literatura. Os valores de lactato foram de
14mM as 96 horas assim foi observada a maior taxa de produgdo deste metabdlito entre as
72 ¢ 96 horas com um valor de 0,018 (mmol/h).

Os didmetros dos aglomerados as 96 horas presentam um valor 415 ym e quando
comparado com a quantidades parecidas em ntiimero células do controle (507 pm) represen-
tam uma reducao de quase o 40% de tamanho dos aglomerados. Assim, podemos sugerir

um efeito do SD na formacao de aglomerados.

A Figura 3.8 apresenta imagens da microscopia Otica onde se observam a presenca

de aglomerados de até trés microcarregadores.

Figura 3.8 — Imagens da microscopia dos microcarregadores Cultispher-S® no decorrer do
experimento 5. O tempo de cultivo em (a) e (e) foi de 8 horas, em (b) e (f) de 48 horas,
em (c) e (g) de 96 horas, em (d),(h) de 144 horas. Nas imagens (a) a (d), as células ativas
expressam GFP, e sdo evidenciadas por meio de pontos verdes. Nas imagens (e) a (h)
as células viaveis consistem nos pontos escuros que resultam da aplicacdo do método do

MTT. A magnificagdo foi de 100x para todas as imagens
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Figura 3.9 — Resultados obtidos no Experimento 5 com a linhagem hMSC-TERT cultivada
em frasco spinner. com inéculo inicial de 1.25x 105 células/mL; 3 g/L de microcarregadores
Cultispher-S®. Os cultivos foram realizados com meio de cultura a-MEM suplementado
com 15% de soro fetal bovino. (A) Valores de pH obtidos. As setas vermelhas acima do
grafico na escala de tempo em horas representam as trocas de 50% de meio.(B) Resultados
dos didmetros médio dos aglomerados de microcarregadores Cultispher-S®, os valores em
rosa consideram todos os elementos da amostra, os valores em azul consideram os elementos
acima de 400 um (C) Resultados das concentragoes de nutrientes (glutamina, arginina e
glicose) e metabdlitos (aménia e lactato).(D) Numero de células aderidas durante o cultivo.
Os valores em laranja representam o ntimero de células aderidas tendo em conta o fator
de dilui¢ao (F.D); os valores em verde representam os valores sem a corre¢ao do F.D. Os
valores em azul representam &s células livres na suspensao. As setas pretas junto com a
linha inclinada delimitam o inicio e o fim da fase exponencial, fase na qual sera feito o

calculo da velocidade especifica méxima de crescimento celular (fmqz)-
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3.8 Experimento 6

Este experimento foi realizado como o intuito de verificar se a linhagem hMSC-
TERT tinha se modificado , j4 que o periodo de tempo transcorrido entre a realizagao
do primeiro e segundo controle foi de mais de 6 meses; este experimento foi realizado nas
mesmas condigoes que o experimento 2. Os resultados obtidos encontram-se nas Figuras
3.11 e 3.10.

O crescimento foi continuo até as 168 horas atingindo um valor maximo de 8,06 x
107 células sem a correcio do fator de dilui¢do (FD) e de 1,44 x 10® com a corregao do FD;
o que representa um fator de expansao de 13 e 23 vezes respectivamente considerando o

numero de células inicialmente inoculado.

Apébs as 168 horas observou-se uma ligeira queda no ntimero de células, a qual
ficou evidente nas 216 e 240 horas. Desta forma este experimento permitiu a observacao
de uma curva de crescimento caracteristica de células animais, pois foram estabelecidas
com relativa facilidade as fases lag, fase de adaptacao ao novo ambiente, (as primeiras
24 horas),a fase exponencial, periodo no qual 4s células se encontram bem adaptadas no
seu melhor estado fisiolégico (das 24 as 168 horas),uma breve fase estacionaria,onde os
nutrientes a pesar das trocas de meios comecam a ficar escassos e também o aciimulo de
metabdlitos é determinante (das 168 a 192 horas). E uma fase de morte onde a maioria de
células morre, embora, algumas continuem dividindo-se (das 192 a 216 horas). Neste tipo
de cultivo ¢é possivel observar que, devido a troca de meio com a consequente renovagao
dos nutrientes, uma tentativa de recuperacao das células acontece entre as 216 e 264 horas,
onde o experimento é encerrado. A andlise da fase exponencial permitiu o calculo do 4z

obtendo-se um valor de 0,021 A~ o maior valor de ji,,., alcancado neste trabalho.

Na Figura 3.11(A) se presentam os dados do pH, este alcangou valores minimos as
168 e 192 horas (6,79 e 6,78 respectivamente).Os valores baixos de pH reportados podem

ter influenciado no fim da fase exponencial do cultivo.

A formagao de grandes aglomerados acompanha o crescimento celular assim, as
maiores médias de aglomerados sao obtidas nos periodos de maior crescimento celular
(entre as 168 e as 192 horas), é importante ressaltar que neste periodo a diferenca entre
os didmetros dos aglomerados totais e acima de 400 pum nao ¢é significante. Este fato
explica que, nas amostras analisadas quase todos os elementos se encontrarem na forma de
agregados (2 ou 3 microcarregadores juntos) ou formando grandes aglomerados, resultantes
da unido destes agregados. A formacao destes grandes aglomerados é necessaria para
alcancar nimero de células maximos, apdés um curto periodo de tempo resultam em
ambientes prejudiciais ao cultivo, pois podem provocar o aumento da morte celular ao
impedir a troca de nutrientes e gases,observado nas imagens da microscopia oOtica da
Figura 3.10.
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Durante este experimento a glicose nao foi esgotada e o valor minimo obtido foi de
3,6 mM &s 264 horas. Referente a concentragao da arginina o valor minimo apresentado
é de 1,2 mM, verificando que apo6s a suplementacao do meio com este aminoacido se
evitam valores proximos a zero que podem ocasionar o fim da fase exponencial.O lactato
apresentou seus valores maximos as 192 e 264 horas de (13,7 e 15,7 mM) mas nao chegou a
niveis inibitérios (28 mM).Um fator que apontamos como o mais determinante no declinio
do crescimento celular é o acimulo do metabdlito amonia, que presenta valores de acima do
nivel inibitério (2,4 mM) nas 144 horas (4,16 mM). Este primeiro valor embora represente
quase o dobro do valor inibitério pode ter sido minimizado pela troca de meio razao pela
qual &s células mantiveram o crescimento até as 168 horas. No entanto, valores acima
do nivel inibitério constantes como os apresentados nas 168 horas (3,76 mM), 192 horas
(3,92 mM) e 216 horas (3,48 mM), sdo apontados como a principal causa na diminuigao

do crescimento celular.

Figura 3.10 — Imagens da microscopia dos microcarregadores Cultispher-S® no decorrer
do experimento 6. O tempo de cultivo em (a) e (f) foi de 8 horas, em (b) e (g) de 48 horas,
em (c) e (h) de 120 horas, em (d),(e),(i),(j) de 168 horas. Nas imagens (a) a (e), as células
ativas expressam GFP, e sdo evidenciadas por meio de pontos verdes. Nas imagens (f) a
(j) as células vidveis consistem nos pontos escuros que resultam da aplicagdo do método

do MTT. A magnificagdo foi de 100x para todas as imagens.
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Figura 3.11 — Resultados obtidos no Experimento 6 (segundo controle) com a linhagem
hMSC-TERT cultivada em frasco spinner. com in6culo inicial de 1.25x 105 células/mL; 3
g/L de microcarregadores Cultispher-S®.(A) Valores de pH obtidos. As setas vermelhas
acima do grafico na escala de tempo em horas representam as trocas de 50% de meio.
(B) Resultados dos didmetros médio dos aglomerados de microcarregadores Cultispher-
S®, os valores em rosa consideram todos os elementos da amostra, os valores em azul
consideram os elementos acima de 400 pm (C) Resultados das concentrages de nutrientes
(glutamina, arginina e glicose) e metabdlitos (amonia e lactato).(D) Numero de células
aderidas durante o cultivo. Os valores em laranja representam o nimero de células aderidas
tendo em conta o fator de dilui¢do (FD); os valores em verde representam os valores sem a
corre¢gao do FD. Os valores em azul representam as células livres na suspensao. As setas
pretas junto com a linha inclinada delimitam o inicio e o fim da fase exponencial, fase na

qual serd feito o célculo da velocidade especifica méxima de crescimento celular (fmqz)-
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3.9 Experimento 7

Este experimento foi realizado com o intuito de reproduzir as condigoes do expe-
rimento 5, e comprovar o efeito da concentracao de 0,01% S.D. nos cultivos em frasco

spinner.As Figuras 3.13 e 3.12 mostram os resultados obtidos neste experimento.

De forma geral o experimento se desenvolveu satisfatoriamente até as 168 horas
de cultivo, onde se reconhece uma fase exponencial das 48 as 168 horas de cultivo, assim
a velocidade especifica de crescimento (pmqes) foi de 0,016 h~t. Se registrou um valor
méaximo de 4,83 x 107 células sem a correcio do fator de dilui¢io (FD) e de 8,3 x 107 com
a correcao do FD; o que representa um fator de expansao de 8 e 13 vezes respectivamente

considerando o namero de células inicialmente inoculado.

O valor minimo de pH se registrou as 192 horas(6,74) e o méximo as 168 e 216
horas (7,4). Os nutrientes glicose e glutamina presentam valores minimos de 1,92 mM e
2,3 mM o que demonstrou que foram consumidos mas nao esgotaram. J& arginina atingiu
valores proximos a zero a partir das 168 horas (0,023 mM), este valor baixo sugere que,
ao esgotar a arginina deve ter ocorrido a morte celular. Os valores do metabdlito amonia
alcangarem niveis inibitérios a partir das 96 h (3,92 mM), contudo o crescimento celular foi
mantido até as 168 h, onde foram atingidos valores duas vezes maior que o valor inibitério
(4,81 mM) o que sem divida foi fator fundamental na morte celular observada entre as
168 e 192 horas de cultivo.

Neste experimento se observa a formacgao de aglomerados com uma media de entre
539 e 581 pi,y,, que permitiram que o nimero de células méximo atingido se duplicasse
quando comparado com o experimento 5. Porém, nao foi possivel determinar de maneira
precisa o efeito do SD nos grandes aglomerados acima de 700 ,,, pois o acimulo excessivo

de amonia interrompeu o crescimento celular.
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Figura 3.12 — Imagens da microscopia dos microcarregadores Cultispher - S no decorrer
do experimento 7. O tempo de cultivo em (a) e (e) foi de 8 horas, em (b) e (f) de 48 horas,
em (c) e (g) de 144 horas, em (d),(h) de 216 horas. Nas imagens (a) a (d), as células ativas
expressam GFP, e sao evidenciadas por meio de pontos verdes. Nas imagens (e) a (h)
as células viaveis consistem nos pontos escuros que resultam da aplicacdo do método do

MTT. A magnificacao foi de 100x para todas as imagens.
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Figura 3.13 — Resultados obtidos no Experimento 7 com a linhagem hMSC-TERT cultivada
em frasco spinner com indculo inicial de 1.25x10° células/mL; 3 g/L de microcarregadores
Cultispher-S®. (A) Valores de pH obtidos. As setas vermelhas acima do grafico na escala
de tempo em horas representam as trocas de 50% de meio. (B) Resultados dos didmetros
médio dos aglomerados de microcarregadores Cultispher-S®, os valores em rosa consideram
todos os elementos da amostra, os valores em azul consideram os elementos acima de
400 pm (C) Resultados das concentragoes de nutrientes (glutamina, arginina e glicose)
e metabolitos (amonia e lactato).(D) Numero de células aderidas durante o cultivo. Os
valores em laranja representam o ntimero de células aderidas tendo em conta o fator de
dilui¢do (FD); os valores em verde representam os valores sem a corre¢ao do FD. Os valores
em azul representam as células livres na suspensao. As setas pretas junto com a linha
inclinada delimitam o inicio e o fim da fase exponencial, fase na qual sera feito o cédlculo

da velocidade especifica maxima de crescimento celular (fimaz)-

—(O— Glutamina {(mM)
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3.10 Experimento 8

Com a finalidade de comprovar a efeito do S.D. na modulagdo da formagao de

aglomerados, comparada com a de um produto comercial foi escolhido o produto anti-
clumping (GIBCO,USA).

Este aditivo ¢é utilizado tradicionalmente para resolver o problema da agregacao de
em cultivos de células independenetes de ancoragem,e ja foi reportado se uso em cultivos
de célula HEK293 para a producao de adenovirus (LOPEZ, 2010).

Durante a realizacao deste trabalho nao foram encontrados relatos na literatura
do uso do anti-clumping em cultivos de células aderentes. Como consequéncia da falta
de informagoes sobre o uso desse aditivo no cultivo de células tronco foi realizado um
experimento exploratorio em placas de pocos para avaliar diferentes concentragoes do

aditivo na acao antiaglomerante e seu efeito no crescimento celular.

A Figura 3.14 presenta os resultados obtidos em trés dias de cultivo com trés
concentracoes diferentes de Anti-clumping. Apods as 24 horas observou-se uma queda no
ntimero de células nas diluigoes de 1/10* e 1/10® (v/v) o que pode indicar um efeito
negativo nos processos de adesio celular. J4 a dilui¢ao de (1/10%) (v/v) manteve o niimero
de células do inéculo, assim deduzimos que esta concentracdo nao tem um efeito tao
agressivo sob a adesdo, no decorrer do cultivo observou-se que a diluicdo (1/10%) (v/v)
alcancou valores de nimero total de células muito proximos ao controle. Em relacao ao

grupo controle o mesmo cresceu com normalidade.

Como se pode notar na Figura 3.14 4, depois das 48 horas o crescimento celular na
concentragdo (1/10%) é maior que o do controle, possivelmente, devido ao efeito inibitério

na formacao de ligagoes célula—célula e, portanto, da agregacao celular.

Assim foi determinado o uso da diluigao (1/10%) nos cultivos em frasco spinner.
Desta forma este aditivo também podera ser adicionado continuamente apos as 24 horas

do in6culo sem ultrapassar essa concentracao.
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Figura 3.14 — Resultados do experimento 8 realizados em placas de poliestireno de 24 pocos,
sem microcarregadores. No cultivo utilizou-se meio de cultura a-MEM suplementado com
15% de soro fetal bovino, foram testadas 3 concentracoes diferentes de Anti-clumping, para
definir o valor utilizado em experimentos em spinner. Inoculo de 1x10? células/mL em
incubadora com 5% de COs e temperatura de 37 °C . Os valores representam a média do
numero de células viaveis por pogo ao longo de trés dias de cultivo. Os valores representam

a média do ntimero de células vidaveis por poco ao longo de trés dias de cultivo.

3.11 Experimento 9

Este experimento foi realizado em condigoes semelhantes ao experimento dois, com
a tnica diferenca que foi adicionado o produto anticlumping em uma diluigao (1/10%) (v/v)
apos as 24 horas de cultivo. Os resultados se presentam na Figura 3.16 e a Figura 3.15.
Como pode ser notado os valores de células aderidas aumentaram no decorrer do tempo e
foi calculada a velocidade especifica méxima de crescimento celular (f4,,q,) entre as 48 e

192 horas, assim se obtive um valor de 0,010 A~
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Contudo o valor méximo do ntimero de células aderidas foi de 3,98 x 107 células sem
a correcao do fator de diluicio (FD) e de 6,83 x 107 com a correcao do FD; o que representa
um fator de expansao de 6 e 11 vezes respectivamente considerando o nimero de células
inicialmente inoculado.Embora o crescimento nao tenha sido o esperado, comprovou-se

que é possivel o cultivo de CMM em presenca deste produto.

Uma possivel explicagdo para o fim da fase exponencial e a posterior morte celular

sao as oscilagoes extremas de pH.

O valor méximo do lactato foi atingido as 120 horas (12,9 mM), a Arginina

apresentou um valor minimo de 1,48 mM &s 96 horas. A amdnia nao foi quantificada.

Na Figura 3.15 é evidente como os microcarregadores mesmo com células nao
formam agregados ao longo do cultivo. Em 72 horas, por exemplo, se atingiu um pH
muito baixo de aproximadamente 6,8. A partir deste instante até 192 horas a inclinacao
da curva de células em fungao do tempo ficou constante, podendo ser interpretado como
um crescimento exponencial com valor menor que a do intervalo de 8 a 48 horas. Por volta

de 192 horas o pH subiu para um valor muito alto, aproximadamente 7,5, condi¢ao que

pode ter prejudicado as células, provocando a queda de crescimento observada no grafico D.

X a b
Figura 3.15 — Imagens da microscopia dos microcarregadores Cultispher-S® no decorrer
do experimento 9. O tempo de cultivo em (a) e (e) foi de 8 horas, em (b) e (f) de 48 horas,
em (c) e (g) de 168 horas, em (d),(h) de 192 horas. Nas imagens (a) a (d), as células ativas
expressam GFP, e sdo evidenciadas por meio de pontos verdes. Nas imagens (e) a (h)
as células viaveis consistem nos pontos escuros que resultam da aplicacao do método do

MTT. A magnificagdo foi de 100x para todas as imagens.
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Figura 3.16 — Resultados obtidos no Experimento 9 com a linhagem hMSC-TERT cultivada
em frasco spinner. com indéculo inicial de 1.25x 10° células/mL; 3 g/L de microcarregadores
Cultispher-S.(A) Valores de pH obtidos. As setas vermelhas acima do grafico na escala
de tempo em horas representam as trocas de 50% de meio. (B) Resultados dos didmetros
médio dos aglomerados de microcarregadores Cultispher-S®, os valores em rosa consideram
todos os elementos da amostra, os valores em azul consideram os elementos acima de
400 pm (C) Resultados das concentragoes de nutrientes (glutamina, arginina e glicose)
e metabdlitos (amonia e lactato).(D) Numero de células aderidas durante o cultivo. Os
valores em laranja representam o nimero de células aderidas tendo em conta o fator de
diluigao (FD); os valores em verde representam os valores sem a corre¢ao do FD. Os valores
em azul representam as células livres na suspensao. As setas pretas junto com a linha
inclinada delimitam o inicio e o fim da fase exponencial, fase na qual sera feito o cdlculo

da velocidade especifica maxima de crescimento celular (fimaz)-
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3.12 Recuperacao celular pos-cultivo

J& que um dos objetivos principais das pesquisas com CMM ¢ seu uso em terapia
celular, devem ser avaliadas as possibilidades de recuperacao da maior quantidade de
células com alta viabilidade e funcionalidade. Desta forma, apds os cultivos em frasco
spinner, as células foram dissociadas dos microcarregadores utilizando a enzima Tryple®
conforme descrito anteriormente. Na Figura 3.17 seram comparados os valores obtidos
com o método do MTT e os valores obtidos da contagem da densidade celular apds a
tripsinizagdo de todo o volume de cultivo. Assim foi observado que o uso de aditivos
melhorou as porcentagens de recuperacao, esta melhora pode ser explicada pelo fato
de modular a formagao de aglomerados permitindo uma ac¢ao mais eficiente da enzima
Tryple 10X. No trabalho de Mendonga (2013) foi reportado que quando os aglomerados de
microcarregadores sao maiores precisa-se de mais tempo para a dissolu¢ao dos mesmos
ocasionando a morte das células da superficie dos aglomerados por agao da Tryple 10X.
Desta forma o uso de aditivos também ofereceria uma vantagem na recuperacao ao impedir

a formacgao destes grandes aglomerados.

[

5x107 — [ Contagem
4x10"
3x107
55%
67%
52%

Nidmero de células totais

2x10"
72%
] 640/0 62‘%} ﬁ
1%107 4
0- . ; ; ; . : .

Exp2 Exp3 Exp4 Expb5 Exp6 Exp7 Exp9

Figura 3.17 — Resultados das células recuperadas durante os cultivos em frasco spinner.
Os valores representam o nimero de células viaveis que foram desaderidas dos microcarre-
gadores Cultispher-S por meio da enzima Tryple 10X comparados com os valores obtidos
pelo método do MTT.
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3.13 Avaliacao imunofenotipica e funcional das CMM pés cultivo

3.13.1 Imunofenotipagem

A expressao antigénica das proteinas de superficie das CMM foi avaliada por
citometria de fluxo. Os resultados encontrados demosntram que as células cultivadas em
frasco spinner e recuperadas apds o cultivo em microcarregador, possuem caracteristicas

imunofenotipicas compativeis com as das CMM.

A Figura 3.18 apresenta os resultados dos principais marcadores imunofenotipicos

das CMM pre e pds cultivo em frasco spinner, do experimento 7 (suplementado com 0,01%

SD)

Desta forma, se confirma baixa expressao dos marcadores de células hematopoiéticas
(CD14, CD45, CD34) e do antigeno leucocitério humano (HLA-DR), também se comprueba
a expressao significativa dos antigenos CD90, CD73, CD105, CD49 (HORWITZ et al.,
2005).

I Pre cultivo

. Pés cultivo
100
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80-
?0-
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CD90 CD73 CD105 CD49 CD14 CD45 CD34 HLA-DR
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Figura 3.18 — Principais marcadores imunofenotipicos das CMM pré e poés cultivo no
experimento 7. CMM cultivadas em frasco spinner com indculo inicial de 1,25x 105
células/mL; 3 g/L de microcarregadores Cultispher- S®; suplementado com 0,01% de SD

apés as 24 horas do indculo.
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Na Figura 3.19 se apresentam os resultados detalhados das andlises de citometria de
fluxo que mostraram que as caracteristicas fenotipicas das CMM utilizadas no experimento

7 (suplementado com 0,01% SD) foram conservadas.
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Analise Pos Cultive
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Figura 3.19 — Resultados das anélises de citometria de fluxo para a linhagem hMSC-TERT
pre e pés o cultivo em spinner no experimento 7. As analises mostraram que a reatividade
foi positiva para marcadores de superficie CD49, CD73, CD90 e CD105 e negativa para
marcadores CD14, CD34, CD45 e HLA-DR.
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3.13.2 Diferenciacao

As CMM provenientes de cultivos em frasco spinner (pré e pés cultivo) foram
induzidas a diferenciacao em adipdcitos e ostedcitos. A diferenciagao em adipocitos foi
evidenciada quando as goticulas de gordura comecgaram a surgir no interior das células e
foram observadas apés a coloracao com Sudam II. Dessa forma, foi evidenciada uma boa
diferenciacao nas amostras pré e pos cultivo. Ja a diferenciacdo morfolégica em ostedcitos

foi evidenciada pelo acimulo de cristais de oxalato de cédlcio corados com Vom Kossa.

Pré spinner

Figura 3.20 — Diferenciacao das células em adipocitos e ostedcitos pré e pos cultivo da
linhagem hMSC-TERT cultivada em frasco spinner com indculo inicial de 1,25 x 105

células/mL; 3 g/L de microcarregadores Cultispher-S®.
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3.14 Analise geral dos experimentos realizados

De maneira geral e apds os experimentos realizados comprova-se que a tecnologia
de cultivo de CMM em microcarregadores ¢ possivel e promissora, desta forma foram
corroborados parametros importantes que afetam a dinamica do crescimento celular como:
Mmaz, & taxa de consumo e producao de nutrientes e metabolitos, em comparagao com os
apresentados na literatura para CMM de porco (FRAUENSCHUH et al., 2007); CMM
humanas (EIBES et al., 2010) e CMM de cabra (SCHOP et al., 2008).

O ntimero maior de células alcancado foi de 8.06 x 107células sem a correcao do fator
de dilui¢io (FD) e de 1,44 x 10® com a corregao do FD no experimento 6 (segundo controle);
o que representa um fator de expansao de 13 e 23 vezes respectivamente considerando o
numero de células inicialmente inoculado. Ao comparar estes valores com os valores obtidos
por MENDONCA, (2013) observa-se uma pequena melhora na produgao de células o que
pode ser explicado pela suplementagao do meio com arginina, nao obstante a melhora nao
foi maior devido a presenga de grandes aglomerados de microcarregadores e a concentragoes
de metabolitos téxicos principalmente a amonia. E reportado na literatura que valores
acima de 2,4 mM sao inibitérios para culturas de CMM humanas,(SCHOP et al., 2009).
Assim, neste trabalho se reportarem valores até o dobro do valor inibitério,efeito que

tentou-se reduzir com as trocas de meio, porém nao foi efetivo.

Com referéncia ao consumo de nutrientes o aminoacido semi-esencial arginina,
foi importante em todos os cultivos este aminoacido ¢ um precursor da L-ornitina cujo
metabolismo leva a produgao da L- prolina, componente essencial do coldgeno (MUNDER
et al., 2009), que por sua vez é uma proteina indispensével nos processos de formacao da
matriz extracelular. Com a formacao da matriz extracelular comprometida pela falta deste

aminodcido torna-se dificil obter valores de niimero de células altos para o cultivo.

Outro fato importante de mencionar é a comparacao entre o consumo de arginina
das células em presenca do SD, experimentos 3,4,5,e 7 e sem ele nos experimentos 2 e
6. De forma geral observa-se,um aumento no consumo deste aminoacido, na presenca
das duas concentragoes (0,05% e 0,01%) de SD, o que sugere uma possivel mudanga no
metabolismo das células em relagao a este aditivo. Na literatura encontra-se uma relacao
entre o sulfato de dextrana e arginina nos trabalhos de Coburn e colaboradores (2012),eles
demostraram a nivel genético que metabolismo de L-Arg é alterado em modelos de animais
que presentam quadros de doenca inflamatoria intestinal induzidas pela acao do sulfato de
dextrana (OKAYASU, et al., 1990). Anélise genémica por microarray revelou multiplos
genes diferencialmente expressos apos exposicao ao SD e muitas dessas mudancas foram
revogadas com a suplementacao de arginina, este fato poderia explicar o consumo maior

de arginina em presenca de SD.
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Com respeito as analises de aglomerados feitas neste trabalho, se destacam duas
situagoes. A primeira leva em consideracao a necessidade da presenca de aglomerados
médios que definimos como aqueles que se encontram na faixa dos 500 a 700 p,, os quais sao
necessarios para incentivar o crescimento celular ja que favorecem a criacao de condic¢oes
de hipoxia, que geram nimero maiores de células em comparacao com as condigoes de
normoxia, esta melhora pode ser explicada pelo inicio precoce da fase de crescimento
exponencial, e suportados por um aumento na eficiéncia do metabolismo celular. (SANTOS
et al., 2010).

Em uma situacao ideal a manutencao destes aglomerados médios, pode garantir
valores de crescimento ainda maiores; mas na realidade esta situacao muda drasticamente
pois estes aglomerados médios tendem a juntarse formando grandes aglomerados ( acima
de 800 p,,), situagdo que torna insustentével o cultivo, ao evitar a entrada de nutrientes e

gases, e a posterior morte das células das camadas mas internas dos aglomerados.

Tabela 3.3 — Resumo dos resultados obtidos nos cultivos em frasco spinner de CMM com
microcarregador Cultispher- S®.

Exp 2 Exp 3 Exp 4 Exp 5 Exp 6 Exp 7 Exp 9
(Controle) (0,05% SD) (0,05% SD) (0,01% SD) (Controle) (0,01% SD)  (0,01% SD)

Numero total de

) g 09/ 134% 19 /31% 21 / 36* 39 /57* 80 / 144* 48 / 83* 40 / 68*
células (x 107°)
Fator de
~ 11/20* 3 /5% 3,3/ 5,1% 4,5 / 6,6* 13 /23 * 8/13* 6 /11%
Expansao
Duraci
L 240 144 144 144 264 240 216
(horas)
fimaz(h7Y) 0,014 — — 0,018 0,021 0,016 0,010
Possivel causa Baixa Efeito Efeito do
do fim da fase ~ pH /Amonia concentragio  inibidor do pH Arginina Anti-aglomerante
exponencial Arginina aditivo Amonia Aménia Anti-clumping
SD 0,05% (GIBCO)

*Valores com a corre¢ao do fator de diluicao (FD).

Na Tabela 3.3 sao apresentados uma comparacao dos resultados obtidos nos
experimentos anteriormente descritos. Assim pode ser evidenciado que a concentragao de
0,01% de SD nao prejudica o crescimento celular, contudo sao necessarias melhoras no
sistema de cultivo para evitar o actiimulo de metabdlitos e o esgotamento de nutrientes para
permitir manter a fase exponencial. Referente ao uso do anti aglomerante Anti-clumping
(GIBCO, EUA) ele se mostrou efetivo na redugao da formagao de aglomerados no entanto
sao necessarios mais experimentos para determinar os valores e os sistemas de adigao no

cultivo para garantir melhoras nos fatores de expansao.



CONCLUSOES

Baseado nos dados obtidos no presente trabalho, podemos concluir:

O cultivo da linhagem hMSC-TERT é possivel no sistema de biorreator agitado de
tipo frasco spinner, com adi¢ao de microcarregadores Cultispher-S como superficie

de ancoragem disponivel para as células.

Foi possivel obter valores maximos de 8,06x107 células, sem a correcao do fator de
diluigao (F.D), e de 1,44x10% ,com a correcao do F.D; o que representa fatores de
expansao de 13 e 23 vezes, respectivamente, considerando o niimero de células inicial-
mente inoculado. As células apresentaram uma velocidade especifica de crescimento

méaxima de 0,021 h™!, o que corresponde a um tempo de geracao de 32,8 horas.

Foi possivel avaliar a influéncia do aditivo sulfato de dextrana nas concentracoes de
0,05 e 0,01% SD.

A concentracao de 0,05% S.D nao foi eficiente como estratégia de modulacao da
formagao de aglomerados, pois tive um efeito inibidor no crescimento celular. Ja
concentracao de 0,01% de S.D se mostrou promissora pois, embora nao tenha
alcancado concentracoes tao altas quanto o controle, permitiu o crescimento normal
das células até uma determinada parte do cultivo, o que se traduz em velocidades

especificas de crescimento maximo parecidas aos controles.

As andlises de nutrientes permitiu evidenciar que o aminoacido semi-escencial arginina
foi o mais consumido pela célula na presenca do aditivo S.D, em qualquer das

condigoes testadas.

As anélises dos metabdlitos demostram que os cultivos foram afetados por concen-

tracoes inibitérias de amonia.



5 SUGESTOES PARA  TRABALHOS
FUTUROS

Como recomendacao para trabalhos futuros, sugere-se:

a. Modificar os regimes de troca de meio com a finalidade de evitar atingir valores
proximos de zero da arginina e valores inibitorios da amoénia. Assim, em vez de
realizar a troca da metade do meio as 24 horas, recomenda-se realizar trocas de 25%

do total de meio a cada 12 horas, o que atenuaria as condi¢oes de estresse observadas.

b. Uma vez realizadas estas modificagbes nos regimes de alimentacao para garantir
um meio ambiente celular agradavel, pode-se testar novamente a concentracao de
0,01% S.D. e observar seu efeito no cultivo sem a influéncia dos fatores limitantes da

arginina e inibitérios do amonio.

c. Sao necessarios mais estudos com o produto comercial anti-clumping com o intuito
de caracterizar sua influéncia em culturas de células aderentes, ja que foi comprovado

que as concentracoes ja testadas nao tem um efeito téxico para as células.
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