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RESUMO

As Células-Tronco Mesenquimais (CTMs) e Vesiculas Extracelulares (VEs) derivadas
das CTMs estdo sendo visadas em diferentes areas clinicas. As CTMs estédo
presentes em baixas concentracdes nos tecidos, tornando necessaria a sua expansao
in vitro para viabilizar a aplicabilidade terapéutica. A tecnologia de biorreator
descartavel (single-use), como o modelo com movimento ondulatério - Biorreator
Wave™, é atrativa devido & possibilidade de operacdo em sistema controlado e
previamente esterilizado. Porém, o movimento ondulatério unidirecional leva a
formacdo de depodsitos de particulas (microcarregadores e células) na Cellbag. A
formagéo de depdsitos “tipo duna” e de depodsitos nas laterais da Cellbag (regido de
borda do liquido) é facilitada pelo aumento da hidrofilicidade do fiime interno da
Cellbag durante o cultivo. Esse problema prejudica a proliferacdo das CTMs,
acarretando em fatores de expanséo celular (FE) abaixo de 2,0. O objetivo deste
trabalho consistiu no melhoramento do desempenho do Biorreator Wave™ 2/10 na
adesdo e expanséo de CTMs humanas provenientes de corddo umbilical (CTM-CU), e
caracterizagado dos cultivos com relac&o ao potencial de expanséao e perfil terapéutico
da CTM-CU. O formato da Cellbag foi modificado utilizando um suporte, elaborado
nesta tese, e colocado sobre a plataforma de agitagédo, com objetivo de reduzir os
depositos de microcarregadores. Foram realizados cultivos utilizando microcarregador
CultiSpher-S® e MAG, com meio de cultivo a-MEM (10% v/v SFB). Duas abordagens
foram avaliadas com o novo formato da Cellbag: 1) fase de adesdo em spinner e fase
de expansdo no Biorreator Wave™ com CultiSpher-S® (FE: 7,3+1,1) e 2) fase de
adesdo e expans&o no Biorreator Wave™ com CultiSpher-S® (FE entre 6,3 e 25,6) e
MAG (FE: 5,5+0,6). As CTM-CU coletadas dos cultivos no Biorreator Wave™
apresentaram o0s requisitos minimos de qualidade. Os cultivos controle em spinner
com MAG e CultiSpher-S® e o cultivo no Biorreator Wave™ com CultiSpher-S°®
apresentaram regulacdo positiva de genes ligados as fungdes bioldgicas de adesao
celular, resposta inflamatéria, resposta imune, organizacdo da matriz extracelular e
producdo de colageno, em relagdo ao cultivo 2D-estatico. Os cultivos no Biorreator
Wave™ produziram, em média, 11 vezes mais VEs por CTM-CU quando comparados
ao cultivo em spinner. Os resultados obtidos mostraram que a modificag&o do formato
da Cellbag inibiu a formacé&o de depdsitos “tipo duna”, o que melhorou o desempenho
do Biorreator Wave™, tornando viavel o emprego de biorreatores com movimento
ondulat6rio em bioprocessos com células-tronco.

Palavras chave: Célula-Tronco Mesenquimal (CTM); Biorreator Single-Use com
Movimento Ondulatério; Interacdo Microcarregador-Cellbag; Cellbag modificada;
Expresséo Génica; Vesiculas Extracelulares (VES).
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ABSTRACT

Mesenchymal Stem/Stromal Cells (MSCs) and MSC-derived Extracellular Vesicles
(EVs) are being targeted in different medical areas. The MSCs are present in small
proportions in tissues, thus making an in vitro expansion necessary, which allows the
therapeutic applicability. The single-use bioreactor technology, such as the Wave-
Induced Motion Bioreactor (WIMB), is attractive due to the possibility of controlled and
pre-sterilized system operation. However, the unidirectional wave motion leads to the
formation of particle deposits (microcarriers and cells) on the Cellbag. The formation of
the “dune-like” deposits and the deposits at the Cellbag wall (border region of the
liquid) is facilitated by the increase in the hydrophilicity of the Cellbag inner film during
culture. This problem impairs the MSC expansion, leading to cell expansion factors
(EF) lower than 2.0. The objective of this work was to improve the Wave Bioreactor ™
2/10 performance in the adhesion and expansion of Human Umbilical Cord Matrix
derived Mesenchymal Stem/Stromal Cells (hUCM-MSCs) and to evaluate the cultures
with respect to the expansion potential and the hUCM-MSCs therapeutic profile. The
Cellbag design was modified by the implementation of a grid designed in our laboratory
and placed on the platform, aiming to reduce the microcarrier deposits. Cultures were
performed using CultiSpher-S® and MAG microcarriers with a-MEM culture media
(10% viv FBS). Two approaches were evaluated with the new Cellbag design: 1)
adhesion phase in spinner and expansion in the WIMB with CultiSpher-S® (EF: 7.3+1.1
fold) and 2) adhesion and expansion phases in the WIMB with CultiSpher-S® (EF
between 6.3 and 25.6 fold) and MAG (EF: 5.5+0.6 fold). The hUCM-MSCs harvested
from the WIMB cultures showed the quality attributes. The control cultures in spinner
with MAG and CultiSpher-S® and the WIMB cultures with CultiSpher-S® showed
upregulated genes linked to biological functions of cell adhesion, inflammatory
response, immune response, extracellular matrix organization and collagen synthesis,
in relation to the monolayer-static culture. The WIMB cultures produced, on average,
11 times more EVs per hUCM-MSC when compared to the spinner culture. These
results showed that the Cellbag design modification inhibited the formation of "dune-
like" deposits, which improved the WIMB performance, making possible the use of
wave-induced motion bioreactors in stem cell bioprocessing.

Keywords: Mesenchymal Stem/Stromal Cell (MSC); Wave-Induced Motion Bioreactor
(WIMB); Microcarrier-Cellbag Interaction; New Cellbag design; Gene Expression
Pattern; Extracellular Vesicles (EVs).



EXPANSAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM BIORREATOR SINGL E-USE COM MOVIMENTO
ONDULATORIO VISANDO APLICAGOES TERAPEUTICAS

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Processo simplificado apresentando o potencial de expansdo e de
diferenciacdo das Células-Tronco Mesenquimais (CTMs) e os itens para
CaracterizaGao AAS CTIMS......coiiiiiiiiieiiee ettt e e snb e s neeeennes 7

Figura 2. Fases tipicas presentes no cultivo de células animais. ..........c.ccccevveeeiiernnnen. 9

Figura 3. Simplificacdo das vias metabdlicas de consumo de glicose e glutamina e o
ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA). Legenda: 6-P-G: 6-P-gluconato; Gli-6P: glicose-
6-fosfato; R-5P: ribose-5-fosfato; GAP: gliceraldeido; DHAP: dihidroxiacetona; AcCoA:
acetil-coenzima A; OAA: oxaloacetato; aCG: a cetoglutarato. .............ccceeveerriieeiinnenne 10

Figura 4. Plataformas para expansao de CTMs, apresentando a variacdo de escala de
producdo e do nivel de tensédo de cisalhamento, partindo de frascos de cultura para
sistemas dinAMICOS NOMOGENEOS. .........ueiiiiieiiiie ettt sbe e saee e 16

Figura 5. Modelos para cultivo de Células-Tronco Mesenquimais. Classificagcdo quanto
ao modo de crescimento € tipo de agQItaGa0. .......uvveiruveeeeriiiiee et erieee e 17

Figura 6. A: Zonas de transicdo do regime laminar (Ren.s < 200) para o regime
turbulento (Remoq Superior ao valor apresentado pelas barras verticais) para Cellbags
com diferentes capacidades. B: Valores de Re\.q em relacdo ao volume operacional
para Cellbags com diferentes capacidades operando com agitacdo de 18 rpm e angulo
de inclinacdo de 8° (Vmaximo: VOlumMe operacional MAaximo)........cccecvvevieriiiersiveeesiienns 28

Figura 7. Magnitude dos vortices formados na fase liquida para Cellbag com 5L e
inclinagao de 7°: (A): 15 rpm € (B) 30 IPIM....ieeiireiiiiiee et see e e e enree e 29

Figura 8. Poténcia especifica dissipada (P/V) de acordo com a agitacdo da plataforma
(entre 6 e 30 rpm) para Cellbag de 2 L, operando com 1 e 0,2 L, com angulo de
inclinacdo da plataforma de 7° € 10°. .....couiiiiiii i 29

Figura 9. Estrutura geral do conjunto de experimentos de cultivo da CTM-CU e
principais andlises realizadas na presSente tESEe. ........cccociieeiiiiiieeeecceee e 33

Figura 10. Esquema do procedimento adotado na realizag&o dos cultivos da CTM-CU
no Biorreator Wave™ e em frasSco SPINNET. .........cccueueueueveueueeeeeeceeecececeeeeeeeee e seeeens 35

Figura 11. (A): Biorreator Wave™ e equipamentos auxiliares utilizados nos cultivos da
CTM-CU. Plataforma 2/10 com Cellbag de 2 L operada dentro do suporte e médulo de
Controle Wavepod™ II. (B): Frasco spinner de 500 mL utilizado nos cultivos da CTM-
O U SRR SURRTRIN 38

Figura 12. (A) Esquema do procedimento de tratamento das amostras e andlises
realizadas durante os cultivos da CTM-CU no Biorreator Wave™ e frasco spinner. (B)
Andlises realizadas nas CTM-CU coletadas ao término dos cultivos e (C) analises
realizadas no meio condicionado derivado da CTM-CU. .......ccccoceiiiieeiiiensniiiee e 39

Figura 13. (A): Suporte de acrilico desenhado e construido no LATECC para
modificacdo do formato da Cellbag, visando evitar a segregacdo dos
microcarregadores colonizados com CTM-CU durante os cultivos. (B): Suporte de
acrilico posicionado sobre a plataforma de agitag&o do Biorreator Wave™................. 42

Figura 14. (A, B e C) Vista da plataforma com a Cellbag inserida no suporte para
elevacdo das laterais e (D) vista lateral da plataforma com a Cellbag em posicéo
normal de operacdo. As setas indicam o movimento dos microcarregadores no liquido.
Em (C) os microcarregadores sao impulsionados para a superficie inferior das
extremidades da Cellbag e retornam para o liquido quando a plataforma inclina no
sentido oposto (seta branca). Em (D) os microcarregadores sdo impulsionados para a
superficie inferior das extremidades da Cellbag e ndo retornam para o liquido quando

Xi



EXPANSAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM BIORREATOR SINGL E-USE COM MOVIMENTO
ONDULATORIO VISANDO APLICAGOES TERAPEUTICAS

a plataforma inclina no sentido oposto, assim, forma-se uma zona de depésito de
microcarregadores (regido de encontro das setas branca e preta). ..........cccceeeviiveeens 43

Figura 15. Sistema utilizado para recuperacdo das CTM-CU ao término dos cultivos no
Biorreator Wave™: 1) Passagem do meio de cultivo da Cellbag contendo os
microcarregadores para o Frasco 1; 2) Passagem do meio de cultivo do Frasco 1 para
o Frasco 2 através de membrana de 100 um, para retencdo dos microcarregadores no
= ] o] o 1 OO PPPPR P a7

Figura 16. Comportamento do cultivo da CTM-CU com microcarregador CultiSpher-S®
no Biorreator Wave™ sem modificac&o do formato da Cellbag. Cultivo com meio de
cultivo a-MEM sem fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiotico
(1% viv) e SFB (10% v/v). Concentracdo de CultiSpher-S® de 4,2 e 0,8 gMC/L nas
fases de adesao e expanséo, respectivamente, com relacdo célula/MC de 30. Volume
de trabalho de 100 mL na adeséo e de 500 mL no inicio da fase de expanséo. ......... 56

Figura 17. Imagens dos microcarregadores obtidas por microscopia oOtica apos
aplicagdo do método MTT, evidenciando a presenca das CTM-CU aderidas aos
microcarregadores (regibes escuras sobre os microcarregadores), em cultivo com a
Cellbag em posi¢céo normal de operacdo com (A) 24 h e (B) 168 h. Magnificacdo: 100x.

Figura 18. (A) Representagcdo do movimento da plataforma do biorreator com
movimento ondulatério, com a Cellbag em posi¢céo normal de operagdo. Movimento no
sentido horéario (posi¢cao -1 para +1), levando a deposigéo de particulas na posicéo +1.
Movimento no sentido anti-horério (posicdo +1 para -1), levando a deposicdo de
particulas na posicdo -1. (B) Locais propensos a adesdo dos microcarregadores, ao
longo do cultivo da CTM-CU, indicados pelos retangulos em preto (depésito tipo duna)
e em tracejado azul (depésito na superficie lateral - regido de borda do liquido). (C e
D) Depoésito tipo duna de microcarregadores nas superficies inferiores extremas da
Cellbag, observado em cultivo com volume de 450 mL e agitacdo de 12 rpm/6°. (E)
Depdsito na superficie lateral observado em cultivo com volume de 470 mL e agitagdo
0E 4 IPIM/BC. ettt ettt et e b e e bt e hb e e a e e ann e e e nnnee e 57

Figura 19. Curvas de concentracdo de oxigénio dissolvido no meio de cultivo da
Cellbag, operando com o novo formato, para determinacdo do k,a pelo método
dindmico. Condi¢des de operacgdo: 0,067 vvm, 24rpm/4° e aeragdo com ar. .............. 58

Figura 20. Teste de molhabilidade para Cellbag antes do uso e Cellbag apés cultivo da
CTM-CU, com amostras retiradas da regido central e regido de borda do liquido
(regido lateral). Foi observada diferenca estatistica entre a Cellbag antes do uso e a
Cellbag apos cultivo da CTM-CU (p < 0,05). Nao foi observada diferenca estatistica
entre a regido central e a regido de borda do liquido (p > 0,05). Legenda: H,O: Agua
ultrapura; M: Meio de cultivo com 10% v/iv SFB e MC: Meio Condicionado obtido no
CURIVO 0B CTIMECU. .ottt e e s s e 60

Figura 21. Imagens da interacdo entre goticula de agua ultrapura, logo apds liberacéo,
com a superficie interna da Cellbag para: (A) Cellbag antes do uso e (B) regiao central,
(C) regido de borda e (D) regido central apds tratamento com tripsina-EDTA 0,25%,
para Cellbag apos cultivo da CTM-CU. Imagens apés estabilizacdo da goticula para:
(E) Cellbag antes do uso e (F) regidao central, (G) regido de borda e (H) regido central
apos tratamento com tripsina-EDTA 0,25%, para Cellbag apos cultivo da CTM-CU. .. 61

Figura 22. Imagens da superficie interna da Cellbag obtidas por microscopia de forca
atbmica: vista topografica em 2D (A e C) e vista em relevo (B e D) da Cellbag antes do
uso; vista topografica em 2D (E e G) e vista em relevo (F e H) da Cellbag apés cultivo
[0 = O 111V U R UUR PSRRI 62

Figura 23. Imagens da superficie interna da Cellbag, apdés cultivo da CTM-CU e
tratamento com tripsina-EDTA 0,25%, obtidas por microscopia de forca atbmica: vista

Xii



EXPANSAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM BIORREATOR SINGL E-USE COM MOVIMENTO
ONDULATORIO VISANDO APLICAGOES TERAPEUTICAS

topografica em 2D (A e C) e vista em relevo (B e D). Foi observada diferenca
estatistica entre a rugosidade da Cellbag ap6s cultivo da CTM-CU e as rugosidades da
Cellbag antes do uso (p = 0,05) e apds tratamento com tripsina-EDTA (p = 0,05). Nao
foi observada diferenca estatistica entre a rugosidade da Cellbag antes do uso e apos
tratamento com tripSiNa-EDTA (P > 0,05). .....viiiiiiiiiieciie e 63

Figura 24. Cultivo Slcs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiético (1% v/v) e SFB (10% Vv/v).
Concentracéo de CultiSpher-S® de 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e expans&o, com
relacdo célula/MC de 30. Volume de trabalho de 200 mL. Troca de 25% do meio de
cultivo com 144 h. Dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e
amonia presentes no meio de cultivo; nimero de CTM-CU aderidas aos
[ aY (o £ ot= T =To F=To (o] £ =TS TP 65

Figura 25. Cultivo S2¢s: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibitico (1% v/v) e SFB (10% V/V).
Concentracdo de CultiSpher-S® de 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e expans&o, com
relacdo célula/MC de 30. Volume de trabalho de 200 mL. Troca de 25% do meio de
cultivo com 144 h. Dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e
amonia presentes no meio de cultivo; nimero de CTM-CU aderidas aos
T (o0 or=T g = Te =T (0] T SRR 66

Figura 26. Cultivo Slcs: (A) Distribuicdo do diametro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 Cultivo da CTIM-CU. ....cooiiiiieiciiie e 67

Figura 27. Cultivo S2cs: (A) Distribuicdo do diametro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 Cultivo da CTIM-CU. ......ouiiiiiiiiiiieiee e 68

Figura 28. Cultivo S1lyac: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibidtico (1% v/v) e SFB (10% V/v).
Concentracdo de MAG de 2,5 gMC/L nas fases de adesé&o e expansdo, com relacao
célula/MC de 7. Volume de trabalho de 150 mL. Troca de 25% do meio de cultivo com
168 e 216 h. Dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e amonia
presentes no meio de cultivo; nimero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores e
viabilidade das CTIM-CU. ......oiiiiiii e 69

Figura 29. Cultivo S2yac: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiético (1% v/v) e SFB (10% V/v).
Concentracdo de MAG de 2,5 gMC/L nas fases de adesé&o e expansdo, com relacdo
célula/MC de 7. Volume de trabalho de 150 mL. Troca de 25% do meio de cultivo com
168 e 216 h. Dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e amdnia
presentes no meio de cultivo; numero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores e
viabilidade das CTIM-CU. ......ooiiiiiiie e e e e nnrees 70

Figura 30. Cultivo Sluas: (A) Distribuicdo do diametro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 Cultivo da CTIM-CU. .....occiiiieiiiie e 72

Figura 31. Cultivo S2uss: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) diametro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 Cultivo da CTIM-CU. ......cccuiiiiiiiiiiii e 72

Figura 32. Cultivo SW,41cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiético (1% v/v) e SFB (10% v/v).
Fase de ades&o em frasco spinner e transferéncia para o Biorreator Wave™ com 24 h.
Concentracéo de CultiSpher-S® de 2,1 e 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e expansao,
respectivamente, com relagdo célula/MC de 30. Volume de trabalho de 200 mL na fase
de ades&o e de 600 mL no inicio da operacdo no Biorreator Wave™. Condi¢des de

Xiii



EXPANSAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM BIORREATOR SINGL E-USE COM MOVIMENTO
ONDULATORIO VISANDO APLICAGOES TERAPEUTICAS

operacéo do Biorreator Wave™; dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina,
lactato e aménia presentes no meio de cultivo; numero de CTM-CU aderidas aos
MICTOCAITEYAUOIES .......eeeeiaeeee ettt e ettt et ee e sttt e e ke e e e te e e e be e e aate e e e anbeeeasbeeaasseesanneesanneesneeeeanes 74

Figura 33. Cultivo SW.4lcs: Setas indicam depdésito nivel 3 de microcarregadores na
superficie lateral da Cellbag, regido de borda liquido-gas, observado com 192 h de
operacdo. Localizacdo do depdésito indicada pelo retangulo pontilhado presente na
Vista SUPETIOr da CellDAg. ....coiiiiiiiiie ittt 75

Figura 34. Cultivo SWpolcs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 CUltivOo da CTIM-CU. .....ccuviiieiiiiie e 76

Figura 35. Cultivo SW,042cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiético (1% v/v) e SFB (10% V/v).
Fase de ades&o em frasco spinner e transferéncia para o Biorreator Wave™ com 24 h.
Concentrac&o de CultiSpher-S® de 2,1 e 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e expansao,
respectivamente, com relagéo célula/MC de 30. Volume de trabalho de 200 mL na fase
de ades&o e de 600 mL no inicio da operacdo no Biorreator Wave™. Condicdes de
operacdo do Biorreator Wave™; dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina,
lactato e aménia presentes no meio de cultivo; nimero de CTM-CU aderidas aos
T (o0 or=T g g=Te F=To (0] S PRSP 77

Figura 36. Cultivo SWp42cs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 Cultivo da CTIM-CU. ....cooiiiiieiciiie e 78

Figura 37. Cultivo SW,043cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiotico (1% v/v) e SFB (10% Vv/v).
Fase de ades&o em frasco spinner e transferéncia para o Biorreator Wave™ com 24 h.
Concentrac&o de CultiSpher-S® de 2,1 e 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e expansao,
respectivamente, com relagao célula/MC de 30. Volume de trabalho de 200 mL na fase
de ades&o e de 600 mL no inicio da operacdo no Biorreator Wave™. Condicdes de
operacdo do Biorreator Wave™; dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina,
lactato e aménia presentes no meio de cultivo; numero de CTM-CU aderidas aos
a1 (ol go oF= T = To = To (o] = TR 79

Figura 38. Cultivo SW,043cs: Imagem do fundo da Cellbag com 240 h de operagéo
(término do cultivo). Setas indicam agrupamentos de microcarregadores................... 80

Figura 39. Cultivo SWi43cs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 cultivo da CTIM-CU. ......ccviiiiiiiiie e 81

Figura 40. Cultivo SW ,,¢4cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiético (1% v/v) e SFB (10% V/v).
Fase de ades&o em frasco spinner e transferéncia para o Biorreator Wave ™ com 24 h.
Concentrac&o de CultiSpher-S® de 2,1 e 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e expansao,
respectivamente, com relagdo célula/MC de 30. Volume de trabalho de 200 mL na fase
de adesdo e de 600 mL no inicio da operacdo no Biorreator Wave™. Ap6s 24 h
(periodo operado no frasco spinner), adicdo de Pluronic-F68 ao meio de cultivo na
concentrac&o final de 0,1%. Condicdes de operacdo do Biorreator Wave™; dados de
pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e amonia presentes no meio de
cultivo; nimero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores. .........cccceevveeeiveesirnnens 82

Figura 41. Cultivo SW ,.44cs: Setas indicam depoésito nivel 3 de microcarregadores na
superficie lateral da Cellbag, regido de borda liquido-gas, observado com 216 h de
operacdo. Localizacdo do depdésito indicada pelo retangulo pontilhado presente na
vista superior da CellDag. .......ccoi i 83

Xiv



EXPANSAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM BIORREATOR SINGL E-USE COM MOVIMENTO
ONDULATORIO VISANDO APLICAGOES TERAPEUTICAS

Figura 42. Cultivo SWio4dcs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 Cultivo da CTIM-CU. ......ccuiiiiiiiiiiie e 83

Figura 43. Cultivo W y041lcs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiotico (1% v/v) e SFB (10% V/v).
Fases de adesdo e expansdo realizadas no Biorreator Wave ™. Concentracéo de
CultiSpher-S® de 5,5 e 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e expansao, respectivamente,
com relagdo célula/MC de 30. Volume de trabalho de 75 mL na fase de adesé&o e de
600 mL no inicio da fase de expanséo. Cellbag mantida com agitacdo de 2rpm/2°
durante a fase de ades&o. Condicdes de operacdo do Biorreator Wave™; dados de
pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e amonia presentes no meio de
cultivo; numero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores ..........ccccveeeeeiveeeeeennnnnn. 85

Figura 44. Cultivo Wpelcs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 Cultivo da CTIM-CU. ......ccuiiiiiiiiiie e 86

Figura 45. Cultivo W ,,,42cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiotico (1% v/v) e SFB (10% Vv/v).
Fases de adesdo e expansdo realizadas no Biorreator Wave ™. Concentracéo de
CultiSpher-S® de 8,3 e 0,7 gMCI/L nas fases de ades&o e expansao, respectivamente,
com relagdo célula/MC de 30. Volume de trabalho de 50 mL na fase de adesé&o e de
600 mL no inicio da fase de expanséo. Cellbag mantida em modo estético durante a
fase de ades&o. Condi¢des de operacio do Biorreator Wave ™: dados de pH; niveis de
glicose, glutamina, arginina, lactato e amonia presentes no meio de cultivo; nimero de
CTM-CU aderidas aos MIiCroCarregadOres. ..........ccuuerueeeiiieeeriieeeesieeesieesseesssssessnneeeens 87

Figura 46. Cultivo W ,,q2cs: Setas indicam depdésito nivel 3 de microcarregadores na
superficie lateral da Cellbag, regido de borda liquido-gas, observado com 240 h de
operacao. Localizacdo do depésito indicada pelo retangulo pontilhado presente na
vista SUPErior da CellDAg. ........oooiueieiiiie e 88

Figura 47. Cultivo Wi 42cs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didametro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 cultivo da CTIM-CU. ......ccviiiiiiiiie e 89

Figura 48. Cultivo W ;,,¢3cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibidtico (1% v/v) e SFB (10% V/v).
Fases de adesdo e expansdo realizadas no Biorreator Wave ™. Concentragéo de
CultiSpher-S® de 8,3 e 0,7 gMCI/L nas fases de ades&o e expansio, respectivamente,
com relagéo célula/MC de 16. Volume de trabalho de 50 mL na fase de adesé&o e de
600 mL no inicio da fase de expansdo. Cellbag mantida em modo estatico durante a
fase de ades&o. Condicdes de operacdo do Biorreator Wave ™; dados de pH; niveis de
glicose, glutamina, arginina, lactato e amonia presentes no meio de cultivo; nimero de
CTM-CU aderidas aos mMiCroCarregadOores. .........cueeuuureeerinereeesssireeeesnseeeessnseeesssnssneees 90

Figura 49. Cultivo Wie3cs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 cultivo da CTIM-CU. ......ccviiiiiiiiie e 91

Figura 50. Cultivo W ,04dcs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibitico (1% v/v) e SFB (10% V/v).
Fases de adesdo e expansdo realizadas no Biorreator Wave ™. Concentracéo de
CuItiSpher—S® de 25,0 e 21 gMC/L nas fases de adesdo e expansdao,
respectivamente, com relagdo célula/MC de 6. Volume de trabalho de 50 mL na fase
de adeséo e de 600 mL no inicio da fase de expansdo. Cellbag mantida em modo
estatico durante a fase de ades&o. Condicdes de operacdo do Biorreator Wave ™



EXPANSAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM BIORREATOR SINGL E-USE COM MOVIMENTO
ONDULATORIO VISANDO APLICAGOES TERAPEUTICAS

dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e aménia presentes no
meio de cultivo; nimero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores. ...................... 92

Figura 51. Cultivo Wpeedcs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 cultivo da CTIM-CU. ......ccviiiiiiiiie e 93

Figura 52. Cultivo W joqluac: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiético (1% v/v) e SFB (10% V/v).
Fases de ades&o e expansao realizadas no Biorreator Wave'™. Concentragcdo de MAG
de 30,0 e 2,5 gMC/L nas fases de adeséo e expanséo, respectivamente, com relagao
célula/MC de 10. Volume de trabalho de 50 mL na fase de adeséo e de 600 mL no
inicio da fase de expanséo. Cellbag mantida em modo estatico durante a fase de
adesdo. Condicdes de operacdo do Biorreator Wave™; dados de pH: niveis de
glicose, glutamina, arginina, lactato e amonia presentes no meio de cultivo; nimero de
CTM-CU aderidas aos microcarregadores e viabilidade das CTM-CU. ..........cccccuuee.. 94

Figura 53. Cultivo W ,042uac: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem fenol
suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiético (1% v/v) e SFB (10% v/v).
Fases de ades&o e expans&o realizadas no Biorreator Wave™. Concentracdo de MAG
de 30,0 e 2,5 gMC/L nas fases de adesédo e expansao, respectivamente, com relacao
célula/MC de 10. Volume de trabalho de 50 mL na fase de ades&o e de 600 mL no
inicio da fase de expansdo. Cellbag mantida em modo estético durante a fase de
adesdo. Condicbes de operacdo do Biorreator Wave™; dados de pH; niveis de
glicose, glutamina, arginina, lactato e amonia presentes no meio de cultivo; nUmero de
CTM-CU aderidas aos microcarregadores e viabilidade das CTM-CU. ..............cc....... 95

Figura 54. Cultivo W ,,qluac: Setas indicam depésito nivel 3 de microcarregadores na
superficie lateral da Cellbag, regido de borda liquido-gas, observado com 144 h de
operacdo. Localizacdo do depdsito indicada pelo retangulo pontilhado presente na
Vista SUPETIOr da CellDAG. ....cuiiiiiiiie it 96

Figura 55. Cultivo W oelwac: (A) Distribuicdo do diametro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 cultivo da CTM-CU. ......ccuiiiiiiiiiie e 98

Figura 56. Cultivo Wo2uac: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante 0 Cultivo da CTIM-CU. ....cooiviiiiiiiiie e 98

Figura 57. Analise de diferenciacdo das CTM-CU obtidas ao término dos cultivos em
frasco Spinner, Spinner-Wave,.q € Wave,q. Diferenciagdo em adipocitos evidenciada
pela coloracdo com Sudan Il. Diferenciagcdo em ostedcitos evidenciada pela coloracéo
com nitrato de prata 5%. Diferenciacdo em condrocitos evidenciada pela coloragdo
com Azul de alciano 1%. Magnificacdo: 100x (ostedcitos e condrécitos) e 200x
(G Lo [T oo Ted1 (01 SRR SUPPPRP 101

Figura 58. Distribui¢céo percentual de genes ligados as fungdes bioldgicas identificadas
da CTM-CU com (A) regulacéo negativa e (B) regulac&o positiva, obtidas nos cultivos
S2cs, S2uac € Whoa3cs, tendo como condi¢éo controle a CTM-CU expandida em modo
P2 R - L[ o PRSPPSO 103

Figura 59. Distribuicdo de didmetros das vesiculas extracelulares coletadas ao término
dos cultivos Wi0a3cs, Wmoddes, Slvac, S2mac: Wmodluwac € Wmoea2uac € €m cultivo da
CTM-CU em MO0 2D-EStALICO. ....c.vvveiiireiiireciie et ee e e siae e e snee e snaeeenneeas 117

Figura 60. (A) Estimativa do numero de vesiculas extracelulares coletadas (O-
1000 nm) por nimero de células ao término dos cultivos Slyac, S2vac, Wmodluac,
W inoa2mac, Winod3cs € Wioddes, € em cultivo da CTM-CU em modo 2D-estético. (B)
Estimativa do nimero de exossomos coletados (40-150 nm) por nimero de células ao

XVi



EXPANSAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM BIORREATOR SINGL E-USE COM MOVIMENTO
ONDULATORIO VISANDO APLICAGOES TERAPEUTICAS

término dos cultivos S]-MAG; SZMAg, WmodlMAGa WmodZMAG, Wmod3CS e Wm0d4CS e em
cultivo da CTM-CU em Mod0O 2D-EStALICO. .....coveeeeeeeeee et 118

Figura 61. Fatores de expanséo celular e concentra¢do do indculo obtidos na literatura
sobre cultivo de CTM em biorreator com movimento ondulatorio, e fatores de
expansao celular e concentracdo do indculo nos cultivos da CTM-CU no Biorreator
Wave™ com o formato da Cellbag modificado (Spinner-Wavenog € Wavenoq). Nao foi
observada diferenca estatistica entre os cultivos Spinner-Wave,.s € Wavenoq
(p > 0,05). Relagao do numero de células inoculadas por microcarregador apresentada
entre parénteses (cel/MC). (cel/MC*): valores estimados. ..........ccccceevviieeeenniieeeeeenne 123

Figura 62. Nivel maximo de LDH relativo (LDH/LDH;ncia)) presente no meio de cultivo
obtido nos cultivos da CTM-CU realizados em frasco Spinner, Spinner-Wave,.q €
[Tz L PP OO PP PPTPR PP 124

Figura 63. Imagens dos microcarregadores apos aplicagdo do método MTT
evidenciando a presenca da CTM-CU aderida aos microcarregadores através da
formacéo dos cristais de formazan (regibes escuras sobre os microcarregadores), ao
término dos cultivos Spinner, Spinner-Wave,.¢ € Waven.q. Magnificacdo: 100x para
todas as imagens, exceto para S2uac € Wmoa3cs, COM 200X. ..vvveeviviereeiiiireeeiineeeeens 125

Figura 64. Perfil do consumo de glicose e producdo de lactato pela CTM-CU nos
cultivos Spinner, SPINNEr-Wavemog € WaVEmod. «veeevevevrrrerireeeeeieiiiirsinneeeeeeeesssssnneeeeaeens 127

Figura 65. Dados do diametro médio de particulas (microcarregadores e agregados de
microcarregadores) durante os cultivos Spinner, Spinner-Waveny.q € Waven.q. A linha
em preto representa o didmetro médio dos microcarregadores CultiSpher-S® sem
células, apés hidratacdo em PBS e autoclavagem. A linha em verde representa o
didmetro médio dos microcarregadores MAG sem células, apés hidratacdo em soro
fiSIOIOQICO € AULOCIAVAGEIM. ....cciieiee e e e 128

Figura 66. Estimativa do nimero total de vesiculas extracelulares obtidas ao término
dos cultivos Slyac, S2wac, Wmodlwac, Wmod2mac, Wmod3dcs € Wmoddes. Volumes de
operagdo: 150 mL (spinner) e 600 mL (Biorreator Wave™). Dose clinica estimada em
2,5 X 10" VES/UOSE. ...ttt sttt 131

Figura 67. Produtividade celular obtida nos cultivos da CTM-CU em frasco spinner e
no Biorreator Wave™. A linha em preto representa a produtividade celular média
obtida em cultivos da CTM-CU em modo 2D-€StAtiCO..........ccevvererieeiiieeeiieee e 134

Figura 68. Estimativa do nUmero de doses clinicas obtidas nos cultivos realizados em
frasco Spinner, Spinner-Wave,,q € Waven.q, considerando bioprocesso de coleta e
estocagem das CTM-CU expandidas com eficiéncia de 65%. Volumes de operacéo:
200 mL (spinnercs), 150 mL (spinneryac) € 600 mL (Biorreator Wave™). Exemplos de
possibilidade de aplicac&o clinica para: 6,5x10’ cel/dose (GVHD, Esclerose multipla e
doenca de Crohn); 2,0x10’ cel/dose (Esclerose miiltipla e doenca de Crohn)........... 136

Figura 69 — Curva padrdo da analise de MTT — Cultivo S1cs. Equacao de ajuste y = -
2,383E7x°+9,617E6X, com coeficiente de determinacdo de 0,995........cccccevivveennee. 151

Figura 70 — Curva padréo da analise de MTT — Cultivos S2¢s e Wn,,43cs. Equacéo de
ajuste y = -7,161E7x*+1,666E7x, com coeficiente de determinac&o de 0,989........... 151

Figura 71 — Curva padrdo da andlise de MTT — Cultivos SW 0,1 € SW,0¢2. Equacéo
de ajuste y = -8,12E6x°+5,74E6x+3,87E4 com coeficiente de determinacdo de 0,994.
...................................................................................................................................... 152

Figura 72 — Curva padrdo da analise de MTT — Cultivos SWy,,43.6 SW,0¢4. Equacéo
de ajuste y = -1,34E7x*+7,01E6x+5,8E4, com coeficiente de determinacéo de 0,986.
...................................................................................................................................... 152

XVii



EXPANSAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM BIORREATOR SINGL E-USE COM MOVIMENTO
ONDULATORIO VISANDO APLICAGOES TERAPEUTICAS

Figura 73 — Curva padrédo da analise de MTT — Cultivo W .41lcs. Equacéo de ajuste
y= -1,98577E7x°+8,78482E6x, com coeficiente de determinacgéo de 0,995. ........... 153

Figura 74 — Curva padréo da analise de MTT — Cultivo W ,,42cs. Equacdo de ajuste
y = -5.21E7x*+1.41439E7x, com coeficiente de determinac&o de 0,9809. .................. 153

Figura 75 — Curva padréo da analise de MTT — Cultivo W,.¢4cs. Equacdo de ajuste
y = -2,47E6x%+3,24E6x, com coeficiente de determinac&o de 0,989. .............co.o....... 154

Xviii



EXPANSAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM BIORREATOR SINGL E-USE COM MOVIMENTO
ONDULATORIO VISANDO APLICAGOES TERAPEUTICAS

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Relacdo de biorreatores empregados no cultivo de Células-Tronco
Mesenquimais e Fatores de expansao celular obtidos. ...........ccoceeiiieiiiee e 21

Tabela 2. Modelos de microcarregadores para cultivo de células dependentes de
= L (o] = 10 1T 0] (0 24

Tabela 3. Condi¢des de operacao utilizadas nos cultivos da CTM-CU realizados em
frasco Spinner, sistema Spinner- Biorreator Wave™ e no Biorreator Wave™, com o
formato da Cellbag MOodificado. .........ccveiiiiiiiie e 40

Tabela 4. Resultados da andlise de imunofenotipagem da CTM-CU na condigdo
anterior aos cultivos e obtida ao término dos cultivos em frasco Spinner, Spinner-

W AVE 100 € VW AVE 1100- ++rrnreererureeietiiieeettaieestaeeeestatesesttaesestaaeseteesertaeesertaeesernaeesesnnes 100
Tabela 5. Relacdo dos 50 genes com menor regulacdo negativa apés cultivo da CTM-
CU em frasco Spinner com microcarregador CultiSpher-S®. .........occocovovevececeveveenn. 104
Tabela 6. Relagdo dos 50 genes com menor regulacdo negativa apés cultivo da CTM-
CU em frasco Spinner com microcarregador MAG. ..........ccceiiieeiiiee e 106
Tabela 7. Relacdo dos 50 genes com menor regulacdo negativa apos cultivo da CTM-
CU no Biorreator Wave™ com microcarregador CultiSpher-S®...........cccccocoevevevennne. 108
Tabela 8. Relacdo dos 50 genes com maior regula¢do positiva apos cultivo da CTM-
CU em frasco Spinner com microcarregador CultiSpher-S®. .........occccoeovvveeceveveenn. 110

Tabela 9. Relagcdo dos 50 genes com maior regulagdo positiva apos cultivo da CTM-
CU em frasco Spinner com microcarregador MAG. ........ccocoireiiiieeee i 112

Tabela 10. Relagdo dos 50 genes com maior regulacdo positiva apos cultivo da CTM-
CU no Biorreator Wave™ com microcarregador CultiSpher-S®...........cccccocovevevevenene. 114

Tabela 11. Porcentagem de particulas com diametro inferior a 0,300 mm ao término

dos cultivos realizados em frasco Spinner, Spinner-Wavene € Wavemeg. ....cvvveeeenen.. 129
Tabela 12. Resultados obtidos nos cultivos da CTM-CU realizados em Spinner,
sistema Spinner-Wave™ e Biorreator Wave™. ...............ccoooeeeeeeeee e, 137
Tabela 13. DAd0S O CUIVO S . e e e e e e e 155
Tabela 14. DAd0S dO CUIVO S2G5. uuuuueii s 156
Tabela 15. DAd0S O CUMIVO SLaG: «vvveeeerrrreeeiriiieeeiiieee e siiee et e e sinee e e e 157
Tabela 16. DAd0S O CUMIVO S2aG. ««vvereerrrerreiiiiieeeiieeeeessiiee e ssireeeessinee e e s sneeeeeenees 158
Tabela 17. Dad0Ss dO CUIVO SW mogdos: «ooeeeeeiiieiiiie ettt eeee e e e e e eee e 159
Tabela 18. DAd0S A0 CUIVO SWW nog2es: co o veeeeiiieiiiieieieeeeeeeete e e e e e s eeetee s e e e e s eesaara e e e 160
Tabela 19. DAd0S dO CUIIVO SWW og30s. «eerernrmrmrii s s s s e s s sesssesssesssssssssssessseeeeens 161
Tabela 20. DAd0S dO CUILIVO SWW ogZas. «o e s s s e e s e s e s e e e e e e e aan e e e 162
Tabela 21. DAd0S dO CUMIVO W 0gles. . eeeeerreeeeiiiiiee e 163
Tabela 22. DAd0S O CUMIVO W 020 S« veeeearrreeeeiiiiieeeiiiiieesesiieee s esieeeesssneeesssnaeeeeeenes 164
Tabela 23. DAd0S O CUMIVO W 1100308 reerrrireeiiirtiiiieieieeeieesiee s e e e e sseessire s s e e esssesaaaseeeeas 165
Tabela 24. DAd0S O CUIVO W n0gQes . een e e s s e e s s e e e s e e e e e e s e naeaeeea e 166
Tabela 25. DAad0S dO CUIIVO W rogdMAG . ««rerrrrrmrmniiii s s e e e e e s e e s e e e e e e e e e e e ne e e e e e 167
Tabela 26. DAA0S O CUILIVO W r0g2MAG - «+rrrrrrrrrnrmnnriiiiii s s e s e s e s e s s s e s e s s s e s s s s eesssssaseeeeeas 168

XiX



EXPANSAO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM BIORREATOR SINGL E-USE COM MOVIMENTO
ONDULATORIO VISANDO APLICAGOES TERAPEUTICAS
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2D: Cultivos bidimensionais

3D: Cultivos tridimensionais

ATP: Adenosina trifosfato (Adenosine TriPhosphate)

BPF: Boas Praticas de Fabricagéo (GMP - Good Manufacturing Practice)

CHO: Células de ovario de hamster chinés (Chinese Hamster Ovary).

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC - High-Performance Liquid
Chromatography)

CS: Microcarregador CultiSpher-S®

CTMs: Células-Tronco Mesenquimais

CTM-CU: Células-Tronco Mesenquimais humanas provenientes de Corddo Umbilical
DMSO: Dimetilsulféxido - (CH3).SO

EDC: N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride

EVA/LDPE: Ethylene Vinyl Acetate/Low Density Polyethylene (Etileno-acetato de vinila
/Polietileno de Baixa Densidade)

FC: variacdo na expresséao génica de um dado gene (Fold Change)

FDA: Food and Drug Administration

FE: Fator de Expanséo celular

HEPES: N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-acido etanosulfénico)

hMSC-GFP: Linhagem human Mesenchymal Stem Cells com expressdo da proteina
verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

hMSC-TERT: Linhagem human Mesenchymal Stem Cells imortalizada pela

Telomerase Reverse Transcriptase

hUCM-MSC: human Umbilical Cord Matrix derived Mesenchymal Stem/Stromal Cells
hpMSC: human placental Mesenchymal Stem Cells

IPSC: induced Pluripotent Stem Cells

LATECC: Laboratorio de Tecnologia de Cultivos Celulares (DEQ - UFSCar)

MAG: Microcarregador de Alginato e Gelatina desenvolvido no LATECC

MC: Microcarregador

MFA: Microscopia de Forga Atdmica

MSC: Mesenchymal Stem/Stromal Cell

MTT: Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz 6lio

NASA: National Aeronautics and Space Administration
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PBS: Solugao tampéao de fosfato (Phosphate Buffer Saline)
S2: Drosophila melanogaster S2
SFB: Soro Fetal Bovino

Sistema 2/10: Plataforma de operacdo do Biorreator Wave ™ com capacidade de
trabalho com Cellbags de 2e 10 L

SUS: Sistema de Uso Unico (Single-Use System)

SWho: Cultivos com fase de adesdo em frasco spinner e fase de expansdo no
Biorreator Wave™ com o formato da Cellbag modificado (cultivos SW noq)

VEs: Vesiculas Extracelulares

Vero: linhagem celular originaria de rim de macaco Cercopithecus aethiops (African
green monkey kidney)

W hoa: Cultivos com fase de adeséo e fase de expansao no Biorreator Wave™ com o
formato da Cellbag modificado (cultivos W yq)

Woma: Cultivos com fase de ades&o e fase de expansdo no Biorreator Wave™ sem
alteracéo na Cellbag (cultivos W norma)

wt-hMSC: Wild type - human Mesenchymal Stem/Stromal Cells (Linhagem primaria)
a-MEM: Alpha-Minimum Essential Medium
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As Células-Tronco Mesenquimais (CTMs) estdo sendo intensivamente
avaliadas no mundo inteiro no tratamento de doengas imunolégicas e degenerativas,
devido ao seu potencial de promoc&o de angiogénese, diferenciacdo (ANKRUM,
KARP, 2010; WEIl et al., 2013) e imunomodulagdo (ANKRUM; KARP, 2010; COSTA et
al., 2018; KATSUDA et al., 2013; KAY et al., 2017; WEI et al., 2013). Além de serem
aplicadas em terapia celular, as CTMs apresentam grande importanica no
desenvolvimento de novos biofarmacos (ESCH; BAHINSKI; HUH, 2015; KITAMBI;
CHANDRASEKAR, 2011). As Vesiculas Extracelulares (VES) liberadas pelas CTMs no
meio de cultivo também estdo sendo alvo de pesquisas visando aplicacao terapéutica,
por conterem material bioativo e atuarem na comunicagéo intercelular (RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013; WILLMS et al, 2018). Segundo dados da BCC Research
(Business Communications Company Inc.), o mercado mundial de aplicagdes
terapéuticas com CTMs apresenta expectativa de crescimento para 12,3 bilhdes de
dolares em 2021 (BCC RESEARCH, 2016), o que coloca em evidéncia o interesse e
prestigio dessas células na medicina moderna.

As pesquisas com CTMs deram os primeiros passos na década de 1960,
através do cientista russo Alexander Friedenstein, com estudos acerca das células
obtidas da medula 6ssea e sua capacidade de diferenciacdo em ostedcitos
(FRIEDENSTEIN; PIATETZKY-SHAPIRO; PETRAKOVA, 1966). O termo
mesenchymal stem cell (MSC) foi introduzido por Caplan (1991), em trabalho que
mostrou o potencial de reparacdo de tecido pelas CTMs (CAPLAN, 1991). Como
exemplos de fontes de CTMs, tem-se a placenta (TIMMINS et al., 2012), o tecido
adiposo, corddo umbilical e medula éssea (PLACZEK et al., 2009). As CTMs estéao
sendo avaliadas para tratamento de doencas como diabetes, da coluna vertebral,
oculares, cardiacas, de Crohn e Parkinson (TROUNSON; MCDONALD, 2015). As
CTMs séo visadas nos tratamentos citados pelo potencial de diferenciagcdo e de
atuacdo paracrina, liberando fatores de sinalizacdo celular, importantes na
imunoregulacdo e regeneracdo de microambientes lesados (CAPLAN; DENNIS, 2006;
REN et al., 2010).

Fontes importantes de Células-Tronco como o corddo umbilical e a medula
Ossea, fornecem Células-Tronco Mesenquimais adultas, multipotentes, com
capacidade de diferenciagéo em linhagens celulares de tecidos como osso, cartilagem,
tendado, musculo e gordura (CAPLAN, 2007). As Células-Tronco embrionarias obtidas

do blastocisto sdo pluripotentes, com capacidade de diferenciacdo em tipos celulares
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derivados das trés camadas germinativas (endoderma, ectoderma e mesoderma)

(FERNANDES et al., 2014), contudo sem capacidade de originar um individuo.

Além desses dois tipos de Células-Tronco, existem as Células-Tronco
pluripotentes induzidas — induced pluripotent stem cell - iPSC. A tecnologia para
obtencdo da iPSC foi desenvolvida pelos cientistas japoneses Kazutoshi Takahashi e
Shinya Yamanaka em 2006, em trabalho que estudou a reprogramacdo de células
adultas de pele em células pluripotentes capazes de originarem linhagens celulares
autdlogas das trés camadas germinativas, assim como as Células-Tronco
embrionarias, e com reduzido risco de rejeicdo pelo paciente (TAKAHASHI;
YAMANAKA, 2006). Existe grande expectativa de aplicacbes das iPSCs,
especialmente na area de testes farmacoldgicos e terapias clinicas personalizadas
(GRSKOVIC et al., 2011; INOUE et al., 2014; ROBINTON; DALEY, 2012). Contudo, ha
controvérsias quanto aos mecanismos do processo de reprogramagdo, 0s quais ainda
ndo estdo bem elucidados (FERNANDES et al., 2014; ZHANG et al., 2012). A
aplicabilidade das Células-Tronco embrionarias envolve questdes éticas e sobre os
riscos de rejeicdo pelo individuo receptor, ja que consiste de um tratamento alogénico
(ZWI-DANTSIS; GEPSTEIN, 2012). O emprego de CTMs adultas ndo apresenta
guestdes éticas e, além disso, podem ser obtidas do proprio paciente (tratamento
autélogo), com baixo risco de rejeicdo (ESTRONCA; FERREIRA, 2016).

O ndmero de células nas doses clinicas utilizadas em terapia celular com
CTMs varia de 1-100 milhdes ou mais (BOS et al., 2014). Como exemplos do elevado
namero de células requerido, sdo necessarias cerca de 20-200 milhées de células por
dose para aplicacdo em doencas cardiacas (HARE et al., 2009), para doenca de
Crohn, cerca de 65-1200 milhdes de células por dose (GAO et al., 2016). Na medula
ossea, entre 0,001 e 0,01% do total de células aspiradas séo CTMs (PITTENGER et
al., 1999). Para o corddo umbilical, o nimero de CTMs isoladas varia entre 1-5
milhdes de células por corddao umbilical (MIZUKAMI et al., 2018). Assim, para ser
possivel empregar as CTMs em estudos clinicos e em terapia celular, € necessario
aumentar a producdo in vitro (SANTOS et al, 2013). O uso da tecnologia de
biorreatores para tal fim é sugerido consensualmente por especialistas da academia e
industria para viabilizar o atendimento das grandes demandas esperadas de CTMs em
aplicagbes clinicas (FERNANDES et al., 2014; ROWLEY et al., 2012; SART et al.,
2016; SCHNITZLER et al., 2016).

O emprego de biorreatores descartaveis e pré-esterilizados, geralmente por

radiagdo gama, conhecidos como Sistemas de Uso Unico - SUS (Syngle-use

Systems), € visto como uma alternativa para o cultivo de células animais para fins de
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pesquisa cientifica e aplicagdes em bioprocessos. Atualmente, essa tecnologia de
sistemas descartaveis esta presente em varias aplicagdes de cultivo de células, como
os frascos de cultura, assim como em biorreatores e dispositivos para filtracdo e
recuperacdo de células. Segundo a BCC Research, o mercado de produtos com
tecnologia single-use aplicada a industria biofarmacéutica deve atingir
aproximadamente 4,3 bilhdes de délares em 2021 (BCC RESEARCH, 2017).

Com o uso da tecnologia single-use, as industras de biotecnologia adquirem
maior flexibilidade para alterar as linhas de producdo e podem operar com plantas que
requerem menor espaco fisico. O capital investido para constru¢do da planta € menor
com relac&o a tecnologia tradicional de biorreatores, normalmente apresentam menor
custo nas instalacfes para limpeza e esterilizagdo. Além disso, 0s processos estao
sujeitos a menores riscos de contaminagcdo e sua validacdo pelas agéncias
reguladoras é mais simples (EIBL; EIBL; PETRA KOHLER, 2012; SHUKLA;
GOTTSCHALK, 2013). Contudo, a tecnologia single-use apresenta limitagdes no que
se refere ao limite maximo de escalonamento (scale-up), o qual atualmente chega a
4.000 L para os biorreatores comercializados pela empresa ABEC® e 2.000 L para os
biorreatores das empresas GE Healthcare®, Pall® e Thermo Scientific®. Outros
inconvenientes que precisam ser superados s@o o baixo numero de fornecedores e a
falta de padronizacdo entre produtos de diferentes marcas (SHUKLA; GOTTSCHALK,
2013). Os custos de descarte do material sélido gerado e a questdo ambiental ligada
ao uso de material plastico descartavel sdo compensados pela economia de energia,
agua e produtos quimicos, recursos que apresentam maior consumo em bioprocessos
com biorreatores do sistema tradicional (GOTTSCHALK, 2009).

O biorreator com movimento ondulatério - Biorreator Wave™ é um exemplo de
biorreator que utiliza tecnologia SUS. Lancado no mercado no fim da década de 1990
como um biorreator muito promissor para cultivo de células, vem sendo empregado
para expansédo de células de plantas e animais, e sugerido por Singh (1999) como
viavel para células com crescimento em suspensao e para células dependentes de
ancoramento (SINGH, 1999). O Biorreator Wave™ da GE Healthcare é constituido por
uma plataforma com balango vertical que induz movimento unidirecional em forma de
ondas no meio de cultivo contendo células, ambos condicionados dentro de uma bolsa
plastica descartavel, e pré-esterilizada, com formato de “travesseiro”, conhecida como
Cellbag.

Apesar de haver vasta literatura acerca do cultivo de CTMs, estudos de reviséo
da literatura apresentam que sdo poucos os trabalhos aplicando biorreatores com
movimento ondulatério para expansdo de células-tronco (KUMAR; STARLY, 2015;
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PINTO; DA SILVA; CABRAL, 2018; SANTOS et al., 2013). Precisamente, sdo apenas
trés trabalhos, apresentados por Akerstrém em 2009, Timmins e colaboradores em
2012 e Jossen e colaboradores em 2016. Contudo, tais estudos ndo fornecem
informacdes detalhadas acerca dos procedimentos operacionais e problemas
encontrados durante o cultivo de CTMs (AKERSTROM, 2009; JOSSEN et al., 2016;
TIMMINS et al., 2012).

Os problemas operacionais mais relevantes do biorreator com movimento
ondulatério no cultivo de CTMs podem ser assim resumidos: 1) Fase de adesao
ineficiente das CTMs aos microcarregadores e consequente perda celular por morte;
2) Deposito gradual das particulas (microcarregadores com CTMs aderidas) na
superficie inferior das extremidades da Cellbag e na superficie lateral da Cellbag (na
regido de borda liquido-gas), devido ao movimento ondulatério unidirecional imposto

ao liquido. O efeito disto também leva a perda celular por morte.

Dentre os trés trabalhos que estudaram o cultivo de CTMs em biorreator com
movimento ondulatério, apenas Timmins e colaboradores (2012) realizaram a fase de
adesdo das CTMs aos microcarregadores dentro da Cellbag, o que evidencia a
dificuldade de efetuar essa importante fase do cultivo no préprio biorreator. O
problema de formagéo de depdsitos de particulas é relatado em trabalho sobre cultivo
de iPSC no Biorreator Wave™ (ESPINHA, 2014). Informacdes pessoais fornecidas por
usuarios e fornecedores do Biorreator Wave™, e constatacbes experimentais no
LATECC (Laboraratério de Tecnologia de Cultivos Celulares - LATECC, Departamento
de Engenharia Quimica da UFSCar), sugerem que alguns procedimentos de cultivo e
0 escoamento do liquido na Cellbag precisam ser modificados para melhorar o

desempenho desse biorreator no cultivo de CTMs.

Diante do cenario exposto, o desenvolvimento aprimorado de processos de
cultivo das CTMs em biorreator com movimento ondulatério constituem grande desafio
para a Engenharia de Bioprocessos. Na presente tese foram identificados os principais
problemas que limitam a expans&o das CTMs utilizando o Biorreator Wave™. Para
contornar os problemas identificados, foram realizadas mudangas de metodologias de
cultivo e modificacbes geométricas da Cellbag, visando cultivos de CTMs que
conduzam a fatores de expansdo celular semelhantes aos de outros sistemas de

cultivo bem consolidados no ambito académico e industrial.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo serdo apresentados levantamentos bibliograficos acerca das
caracteristicas das Células-Tronco Mesenquimais, como perfil de crescimento em
cultivo, metabolismo, expressdo génica e liberacdo de fatores bioativos. Também
serdo apresentados modelos de biorreatores aplicados ao cultivo de CTMs, assim
como formas de cultivo em 3D. Por fim, serdo apresentadas, em maior detalhamento,
as caracteristicas do biorreator com movimento ondulatorio e a aplicagdo do mesmo
em cultivo com CTMs.

2.1. Células-Tronco Mesenquimais - CTMs

Areas clinicas como cardiologia, imunologia, neurologia e oftalmologia, estio
impulsionando as pesquisas cientificas com Células-Tronco Mesenquimais - CTMs
(TROUNSON; MCDONALD, 2015). As Células-Tronco Mesenquimais séo encontradas
em diferentes tecidos, dentre eles destacam-se a placenta (TIMMINS et al., 2012),
tecido adiposo, corddo umbilical e medula éssea (PLACZEK et al., 2009). Na medula
Ossea, entre 0,001 e 0,01% do total de células aspiradas sao Células-Tronco
Mesenquimais, dependendo da idade do doador, havendo maior populacdo de CTMs
em doadores jovens (PITTENGER et al.,, 1999). Com o corddo-umbilical € possivel
obter entre 1-5 milhdes de CTMs por corddo (MIZUKAMI et al., 2018).

Assim, para obterem-se as doses clinicas necessarias, € preciso um longo
periodo de cultivo, acarretando em alto nimero de manipulacdes e grande demanda
de recursos (SANTOS et al., 2013). Para que a elaboracdo de novas técnicas de
tratamento envolvendo CTMs se torne realidade e a aplicagdo terapéutica seja
possivel, € necessario desenvolver sistemas de cultivo seguros e eficientes, que
possibilitem obtencdo de elevado numero de CTMs mantendo as caracteristicas
funcionais das células.

As CTMs séo células tipicamente dependentes de ancoramento, para serem
expandidas em cultivo é necessaria uma superficie para adesdo. Também podem ser
cultivadas em forma de agregados celulares (SART et al., 2014). Sdo células muito
sensiveis as condi¢des de cultivo. Sendo a prépria CTM o produto de interesse, deve-
se ter especial cuidado com o processo de cultivo, para que a célula ndo sofra
alteracBes que inviabilizem a aplicacao terapéutica. No desenvolvimento de processos
para aumento de escala de producéo, as sucessivas etapas de subcultura (passagem

das células), por exemplo, acarretam em danos as células, ou seja, as técnicas de
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cultivo devem priorizar a maior densidade celular em menor nimero de subculturas
possivel (HEWITT et al., 2011).

Com relagdo ao potencial de diferenciagdo em diferentes tipos celulares, as
Células-Tronco podem ser divididas em totipotentes, pluripotentes e multipotentes. As
células do zigoto s&o consideradas totipotentes devido ao potencial de formacéo de
um individuo completo. As Células-Tronco embrionarias sédo células pluripotentes por
apresentarem capacidade de diferenciagdo em qualquer tipo celular. As Células-
Tronco adultas estdo presentes em tecidos e Orgaos, sdo células indiferenciadas,
multipotentes, com capacidade de diferenciagdo mais limitada comparada as Células-
Tronco embrionarias (NIRMALANANDHAN; SITTAMPALAM, 2009). As Células-
Tronco adultas presentes na medula 6ssea sdo divididas em dois grupos: células
hematopoiéticas (células sanguineas) e células ndo hematopoiéticas (Células-Tronco
Mesenquimais - CTMs) (NIRMALANANDHAN; SITTAMPALAM, 2009). Apesar de
existirem outras fontes de CTMs, a CTM derivada da medula éssea permanece sendo
a mais rigorosamente estudada e com maior aplicacdo em estudos clinicos
(PANCHALINGAM et al., 2015).

A aplicacdo das CTMs para tratamento de enfermidades em diferentes areas
clinicas esta relacionada a sua capacidade de expanséo, diferenciagdo in vitro em
células especializadas e atividade imunomoduladora (Figura 1). O potencial de
regeneracdo de tecidos das CTMs provém de sua capacidade de diferenciacéo
(PLACZEK et al., 2009) e também da liberagcéo de fatores bioativos ao microambiente
lesado (CAPLAN, 2007). Dentre os fatores bioativos secretados pelas CTMs,
destacam-se fatores de crescimento, com ac¢do imunorreguladora, anti-inflamatoria,
anti-apoptotica, anti-oxidante e pré-angiogénese. (MARTIN et al., 2017).

A capacidade de deslocamento das CTMs in vivo, conhecida como homing, é
igualmente importante para a acéo terapéutica no local desejado (CHAMBERLAIN et
al., 2007; KATSUDA et al., 2013). Varias quimiocinas estdo relacionadas aos
processos de deslocamento das CTMs no ambiente in vivo para regifes que estejam
liberando sinais que demonstram funcionamento desregulado ou lesdes
(CHAMBERLAIN et al.,, 2007). Estudos mostraram que as CTMs expressam um
grande grupo de citocinas responséaveis pelo recrutamento de células de defesa, como
macrofagos, neutrofilos, células T e B (LIN; DU, 2018). Além disso, a aplicacéo de
terapias com CTMs adultas ndo envolve questdes éticas, como no caso do emprego
de Células-Tronco embrionarias.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para garantir um padrdo de qualidade terapéutica minimo ao final do processo
de expansado in vitro, recomenda-se verificagdo da manutencdo de algumas
caracteristicas das CTMs. Utilizando-se os trés critérios seguintes (DOMINICI et al.,
2006):

1. Necessitar de ancoramento em condi¢des padronizadas de cultivo.
2. Apresentar diferenciacao in vitro em adipécitos, ostedcitos e condrécitos.

3. Apresentar resposta positiva e negativa para marcadores de superficie
especificos. Deve apresentar marcadores de superficie positivos: CD105, CD90 e
CD73. E marcadores negativos: CD34, CD45, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e
HLA-DR.

Figura 1. Processo simplificado apresentando o potencial de expanséo e de
diferenciacdo das Células-Tronco Mesenquimais (CTMs) e o0s itens para
caracterizacdo das CTMs.

CARACTERIZAGAO:
1. Necessitar de ancoramento em condicdes
I padronizadas de cultivo.

2. Apresentar diferenciacao in vitro em
adipocitos, ostedcitos e condrocitos.

3. Apresentar resposta positiva e negativa para
marcadores de superficie especificos. Deve
apresentar marcadores de superficie positivos:
CD105, CD90 e CD73. E marcadores negativos: CD34,
CD45, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD 19 e HLA-DR.
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2.1.1. Crescimento e Metabolismo

As células animais apresentam numero limite de divisbes mitéticas devido ao
encurtamento dos teldmeros, capas de protecdo localizadas nas extremidades dos
cromossomos, apos cada processo de divisdo (BUTLER, 2004). A capacidade de
subcultura (passagem) das CTMs primérias € dependente da idade do doador. Em
doadores jovens o potencial para subcultura gira em torno de 40 passagens, enquanto
para doadores com mais idade, esse numero cai para cerca de 24 passagens
(ABDALLAH; KASSEM, 2007). Conforme apresentado no item anterior (2.1.), deve-se
ter devida atencdo a senescéncia das células, ou seja, a0 nimero maximo de
passagens da linhagem em uso, pois a morfologia celular e caracteristicas funcionais
sofrem altera¢gdes ao longo dos processos de subcultura.

As células provenientes de linhagem primaria que passam por processo de
imortalizagdo originam linhagem continua, sendo denominadas células imortalizadas
por apresentarem potencial infinito de subdivisbes. O processo de imortalizagdo
acontece a partir da sobre-expresséo da enzima telomerase que atua estendendo a
capacidade de divisdo celular (ABDALLAH; KASSEM, 2007).

O cultivo de células apresenta quatro fases caracteristicas, sendo elas a Fase

lag, Fase de crescimento exponencial, Fase estacionaria e Fase de declinio (Figura 2).

Fase Lag - corresponde a fase inicial do cultivo e é especialmente relacionada
a concentracao do in6culo. Em geral, quanto menor a concentragdo celular inoculada,
maior a duracdo da fase lag. Trata-se de um periodo de adaptacdo das células as
condicdes de cultivo, em que as células liberam fatores de crescimento que devem
atingir um nivel minimo de concentracdo para que a fase de crescimento exponencial

seja alcancada.

Fase de crescimento exponencial - durante a fase de crescimento exponencial
as células estdo no auge de sua capacidade metabdlica e apresentam a maior

velocidade de crescimento.

Fase estacionaria - corresponde ao periodo em que ndo ha aumento da
densidade celular, relacionada as condi¢des de cultivo, como limitacdo de nutrientes,
elevacdo da concentracdo de metabolitos toxicos e auséncia de area para expansao.
Nesse periodo, a velocidade de crescimento se iguala a velocidade de morte celular.

Fase de declinio - corresponde ao periodo em que a viabilidade do cultivo
decai, estando relacionado aos processos de morte por necrose ou apoptose
(BUTLER, 2004; FRESHNEY, 2010).
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Figura 2. Fases tipicas presentes no cultivo de células animais.
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As células animais cultivadas in vitro apresentam alteracdes significativas nas
funcdes metabdlicas, por serem adaptadas a um ambiente diferente do encontrado in
vivo. O processo de imortalizagdo da linhagem primaria também resulta em
interferéncia direta nas vias metabdlicas. A célula consome fontes de carbono e
nitrogénio em excesso, resultando em maior producdo de metabdlitos inibidores do
crescimento celular vinculados as vias de consumo dessas fontes (AMABLE; BUTLER,
2008). Em geral, glicose corresponde a principal fonte de carbono e energia para as
células e a glutamina a principal fonte de nitrogénio e também de carbono, em caso de
auséncia de glicose. Lactato e aménia sdo os metabdlitos com maior potencial de
inibicdo do cultivo, dependendo do nivel de concentrag&o, por ter como agao principal
alterar o pH intracelular (SHULER; KARGI, 2002). Dentre as vérias vias metabdlicas
necessarias para o crescimento e manutencdo celular, destacam-se as vias de
consumo de glicose e consumo de glutamina e o ciclo dos &cidos tricarboxilicos (ciclo
TCA) (SCHOP et al., 2009).

De modo simplificado, a glicose é convertida em piruvato através da glicolise e
também empregada para sintese de biomassa atraveés da via pentose-fosfato. O
piruvato € parcialmente convertido em CO, e agua através do ciclo TCA, assim como
também ¢é convertido em acido latico e &cidos graxos. A glutamina é em parte
transformada em amonio e glutamato, o qual € convertido em outros aminoacidos
empregados na biossintese. A outra por¢cdo da glutamina consumida pela célula

participa do ciclo TCA, fornecendo carbono para sintese de aminoacidos, gerando
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também ATP, CO, e H,O (SHULER; KARGI, 2002). A Figura 3 apresenta as relacdes
entre as vias metabdlicas de consumo de glicose e glutamina e o ciclo TCA.

Figura 3. Simplificacdo das vias metabdlicas de consumo de glicose e
glutamina e o ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA). Legenda: 6-P-G: 6-P-gluconato;
Gli-6P: glicose-6-fosfato; R-5P: ribose-5-fosfato; GAP: gliceraldeido; DHAP:
dihidroxiacetona; AcCoA: acetil-coenzima A; OAA: oxaloacetato; aCG: a cetoglutarato.
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A concentragéo de oxigénio dissolvido no meio apresenta grande influencia no
metabolismo das CTMs. Em condi¢cdo de hipoxia (atmosfera contendo 1 - 5% O,) as
CTMs tendem a manter o estado indiferenciado, desde que ndo ocorra esgotamento
de glicose (PARK et al.,, 2013). Nessa condicdo, com cerca de 20% de oxigénio
dissolvido, as CTMs podem proliferar utilizando a rota de glicélise anaerdbica para
metabolismo da glicose. Em condicdo norméxica (atmosfera contendo 21% O,), a
medida que as CTMs passam a proliferar, elas alternam o metabolismo da glicose
para a rota de fosforilagdo oxidativa, mais eficiente em termos energéticos
(BIGARELLA; LIANG; GHAFFARI, 2014). A permanéncia das CTMs utilizando a rota
de fosforilagcdo oxidativa por periodo prolongado gera aumento de espécies reativas do
oxigénio (ROS — Reactive Oxygen Species) no interior das células, promovendo a
senescéncia e morte celular (BIGARELLA; LIANG; GHAFFARI, 2014).

10
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2.1.2. Aexpressao génicadas CTMs em cultivo

As condi¢des aplicadas na expansdo das CTMs, como modo de crescimento
(2D ou 3D), modo de agitagdo do biorreator, suporte de ancoramento, procedimento
para recuperagdo das CTMs (procedimento para desaderir as CTMs do suporte de
ancoramento), suplementacdo do meio de cultivo e concentracdo de oxigénio,
influenciam a expressdo génica das CTMs, assim como a liberacdo de fatores
bioativos e vesiculas extracelulares no meio condicionado (LIN; DU, 2018; MADL;
HEILSHORN; BLAU, 2018).

Cunha e colaboradores (2017) ressaltaram a importancia da analise de
expressao génica em estudo sobre impacto do processo de recuperagdo de CTMs
derivadas da medula 6ssea expandidas em microcarregador Synthemax® Il (16 g/L),
em biorreator de tanque agitado single-use operando com 20% de saturagdo com ar.
Nesse estudo, foi observado que um grupo de 629 proteinas (relacionadas a
viabilidade celular, montagem e organizac&o celular, movimentagcéo celular, sintese
protéica e modificagdo poés-transcricional) apresentou regulagdo negativa e outro
grupo contendo 730 proteinas (também relacionadas a viabilidade celular e sintese
protéica e ao crescimento e proliferacdo celular, modificacdo poés-transcricional e
degradacéo protéica), apresentou regulagéo positiva, apds o processo de recuperacao
celular proposto no estudo, comparando-se com as CTMs apés o processo de
expansao no biorreator (CUNHA et al., 2017). Tal estudo evidencia que ndo apenas o
processo de expansdo, mas também os processos de coleta das células expandidas
(recuperacao), lavagem e reducado de volume para utilizagdo clinica das CTMs, geram

impacto na condi¢do das células.

Em trabalho sobre expansédo de CTMs derivadas da medula 6ssea em frasco
de cultura (2D) e como esferdides em frasco spinner (3D), durante 7 dias, foi
constatado que diversos genes ligados as fun¢des bioldgicas, como viabilidade celular
e producdo de matriz extra-celular, apresentaram expressdo positiva nas CTMs
cultivadas em 3D com relac&o ao cultivo em 2D. Neste estudo, foi verificada expressao
positiva do gene IL24 nas CTMs cultivadas em 3D, o qual esta relacionado a indugéo
de apoptose em células cancerosas (FRITH, THOMSON; GENEVER, 2010). Em
ensaio in vitro foi verificada queda da viabilidade de diferentes linhagens de células
cancerosas cultivadas com meio condicionado derivado da CTM com expressao
positva do gene IL24 (FRITH; THOMSON; GENEVER, 2010). Bartosh e
colaboradores (2010), também trabalhando com esferéides de CTMs derivadas da

medula Ossea, apresentaram que as CTMs em 3D, comparadas com as CTMs

11
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expandidas em 2D, expressaram mais intensamente fatores com acéo
antitumorigénica, IL24, TNFa e CD82 (BARTOSH et al., 2010).

Ren e colaboradores (2013) estudaram o problema da senescéncia das CTMs
derivadas da medula Ossea submetidas a sucessivas passagens in vitro, e
apresentaram que 2.122 genes sofreram desregulacdo ao longo de 15 passagens, 0s
guais estdo ligados ao crescimento e proliferacdo celular e resposta imunolégica.
Nesse estudo, os autores selecionaram 24 genes cuja expressao esta intimamente
ligada a senescéncia das CTMs, entre eles os genes WISP1, RUNX2, KLF8, TM7SF4,
ADAMTSY, IRAK3 e EYA4 com regulagdo negativa e os genes TEK, ARHGAP29 e
SCNO9A com regulacéo positiva (REN et al., 2013). Marques e colaboradores (2017)
identificaram que as fungdes mais afetadas em CTMs derivadas de corddo umbilical
senescentes sdo proliferacdo e crescimento celular, morte celular e sinalizagéo e
movimentac¢do celular, propondo 11 genes como biomarcadores para senescéncia e
tumorigénese (MARQUES et al., 2017). O gene p21 (expressao associada a dano no
material genético e controle do ciclo celular) também foi descrito como importante
marcador de senescéncia para CTMs derivadas da medula 6ssea e de cordédo
umbilical (CHENG et al., 2011).

Além de investigar a senescéncia, a analise da manutencao da “condi¢éo de
célula-tronco” das CTMs (stemness) é igualmente necessaria (MARQUES et al.,
2017). Pode-se citar a expressdo dos genes marcadores de pluripoténcia NANOG,
OCT4 e SOX2 como indicadores do potencial de crescimento e proliferacdo das CTMs
indiferenciadas (PICCINATO et al., 2015). Piccinato e colaboradores (2015)
apresentam que a expressdo positiva do gene OCT4 e negativa do gene p16™**
(envolvido no controle do ciclo celular) podem ser empregadas como principais
marcadores da qualidade das CTMs para uso clinico (PICCINATO et al., 2015).

A andlise de expressao génica das CTMs apds o processo final de expansao e
recuperacado (no caso de CTMs aderidas em suportes de ancoramento) é de essencial
importancia para averiguar a condicdo das CTMs, garantindo equilibrio entre a
expressao de marcadores de senescéncia e pluripoténcia e, com isso, a seguranca da
aplicacdo em terapia celular (MARTIN et al., 2017; PICCINATO et al., 2015).

12
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2.1.3. Liberacédo de Fatores Bioativos e Vesiculas Extracelulares pelas CTMs em

cultivo

A utilizacao de fatores bioativos e vesiculas extracelulares derivadas das CTMs
para tratamentos clinicos, em terapias livres de células (cell-free therapies), n&o
apresentam problemas associados a terapia celular, como risco de rejeicdo (em
tratamento alogénico) e a necessidade de manipulacdo minima, para evitar
acumulacéo de instabilidades cromossOmicas no caso do uso de CTMs, em acordo
com os Atributos Criticos de Qualidade (Critical Quality Attributes - CQA) (MARTIN et
al., 2017).

Outra questao problematica verificada por pesquisadores, esta no fato de que
as CTMs ap6s infusdo no paciente apresentam tempo de vida curto (GALLEU et al.,
2017). Agrawal H. e colaboradores (2014) apresentaram em modelo animal com CTM
derivada de tecido adiposo que, em 3 semanas, 95% das CTMs infusionadas nao
tiveram mais o sinal do marcador fluorescente detectado (AGRAWAL et al., 2014).
Muhammad G. e colaboradores (2017), também trabalhando com CTMs derivadas de
tecido adiposo, constataram que, apesar do tempo de vida curto apoés infusdo, as
CTMs aceleraram o processo de recuperacdo em lesdes na pele geradas por
gueimaduras, sugerindo a importancia da liberacdo de fatores bioativos e VEs
derivados das CTMs (MUHAMMAD et al., 2017).

As CTMs cultivadas em 2D, como nos tradicionais frascos de cultura, sofrem
reducédo do seu potencial terapéutico em funcdo da modificacdo no citoesqueleto e
dindmica de cultivo, condicdes pouco semelhantes ao ambiente in vivo (BECQUART
et al,, 2016; CHA et al.,, 2018; COSTA et al.,, 2017; LEE et al.,, 2018). As CTMs
cultivadas em estrutura 3D apresentam maior potencial de diferenciagdo em
adipdcitos, ostedcitos e condrécitos e aumento na producdo de fatores tréficos (anti-
inflamatério, supressor tumoral, receptor quimiotatico e pré-angiogénico) (SART et al.,
2014). Em cultivo 3D as CTMs secretam maior nivel de microvesiculas e exossomos
(CHA et al., 2018), assim como maior producdo de fibronectina e laminina (LEE et al.,
2018). CTMs derivadas de corddao umbilical avaliadas em cultivo dindmico em
biorreator de tanque agitado (impelidor de pés, volume de 500 mL, concentracdo de
microcarregador de 2 g/L e concentracao inicial de CTMs de 2,4 x 10* células/mL),
com atmosfera em hipoxia (5% O,), apresentaram maior liberacéo de fatores troficos
em comparagao ao cultivo em norméxia (21% O,) (TEIXEIRA et al., 2015). A condicéo
de hipoxia moderada esté relacionada com regulacéo positiva da producao de fatores
pro-angiogénicos (VEGF, FGF-2 e HGF) (BHANG et al., 2011).
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Todos os tipos celulares liberam no meio em que se encontram vesiculas
extracelulares envoltas por bicamada lipidica, com didmetros que variam entre 10.000
- 30 nm. A populacdo de VEs compreende corpos apoptoticos (2.000 - 50 nm),
microvesiculas (1.000 - 50 nm) e exossomos (100 - 30 nm) (RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013; WILLMS et al., 2018). Além dos citados, existem os
oncosomas, uma populagdo de VEs com diametros maiores (10.000 - 1.000 nm), a
gual é unicamente liberada por células cancerosas (MINCIACCHI et al., 2015). Os
corpos apoptéticos sdo originados do rompimento de células apoptéticas e formados
por material do citoplasma e membrana plasmatica. As microvesiculas se originam de
brotamento da membrana plasmética. Os exossomos séo formados no citoplasma da
célula, por processo de origem endocitica (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013). As VEs
desempenham importante papel na comunicacdo intercelular, transportando lipideos,
proteinas e acidos nucléicos. Por operarem o transporte de material biologico, as VEs
sao candidatas no desenvolvimento de terapias para entrega de farmacos. Além disso,
funcionam como um registro da condi¢c&o das células-mée (células que deram origem
as VESs), operando como biomarcadores (WILLMS et al., 2018).

Hu L. e colaboradores (2016) demonstraram, em estudo in vitro, que
exossomos derivados de CTM do tecido adiposo foram internalizados no citoplasma
de fibroblastos e aumentaram a expressdo de genes relacionados com migracéo e
proliferagdo celular. Em modelo animal, a injecdo intravenosa dos exossomos acelerou
0 processo de cicatrizagdo em ferida cutanea, com 90% do fechamento da ferida em
21 dias, comparado com menos de 75% do grupo controle (HU et al., 2016). Shi e
colaboradores (2017) apresentaram que exossomos derivados de CTM gengival
inseridos em hidrogel e aplicados em modelo animal também proporcionaram melhora
no fechamento de feridas na pele, com aproximadamente 95% de cicatrizacdo em 14

dias, comparado com menos de 80% do grupo controle (SHl et al., 2017).

A maior parte dos estudos envolvendo VEs destaca os exossomos, contudo as
microvesiculas e corpos apoptéticos possuem igual importancia e funcéo biol6gica
(AKERS et al.,, 2013; PHINNEY et al.,, 2015; WILLMS et al., 2018). Microvesiculas
derivadas de CTMs da medula 6ssea cultivadas em modelo 3D apresentaram
diversidade de fatores bioativos e atividade angiogénica e neurogénica comprovadas
in vitro (CHA et al., 2018). Apesar dos beneficios de ser uma terapia livre de células e
do reduzido potencial tumorigénico, a aplicacdo das VEs derivadas das CTMs em
tratamentos clinicos requer cautela e andlises aprofundadas sobre a interacdo das
VEs e células tumorais (RANI et al., 2015). Outro ponto problemético € a eliminagao

das VEs pelo sistema de defesa do paciente, como monécitos e macréfagos,
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prejudicando a entrega da informac&o transportada pelas VEs no local desejado
(WATSON et al., 2016). Além disso, por se tratar de uma populacéo de vesiculas bem
heterogénea, fortemente dependente do tipo celular e condicdo de cultura in vitro, e
com caréncia de protocolos padronizados de purificacdo, a utilizacdo das VES em
terapias clinicas esbarra na problematica da padronizagéo do processo e produto final
(LIN; DU, 2018).

2.2. Expanséao de Células-Tronco Mesenquimais

A expansdo das CTMs pode ser feita em cultivos bidimensionais (2D) ou
tridimensionais (3D). A expansdo em 2D engloba o cultivo em frascos - T ou em
frascos multi-camadas, onde as células crescem aderidas a superficie plana do frasco.
Ja a expansédo em cultivos 3D em biorreatores, por exemplo, ocorre com a adesao das
CTMs em uma superficie de ancoramento, como 0s microcarregadores, ou no espago
extracapilar, como no biorreator de fibras ocas. Ha também o cultivo em 3D de CTMs
encapsuladas no interior de microesferas de alginato (SERRA et al., 2011) ou em
agregados de células (SART et al., 2014).

Com relag&o ao cultivo em 3D, é importante haver controle do didmetro dos
agregados produzidos, que 0s mesmos sejam homogéneos e que se tenha um
sistema reprodutivel, visando a aplicacédo terapéutica. O cultivo em 3D em biorreator
de tanque agitado € uma alternativa para atingir os requisitos acima citados (SART et
al., 2014; TEIXEIRA et al., 2016). Conforme apresentado na Figura 4, o aumento de
escala de producdo, no exemplo utilizando frasco spinner e biorreator de tanque
agitado, possibilita maior produtividade celular e redugdo dos custos de produgao
(JANASZAK; WOLFE; T. AHSAN, 2016). Além disso, reduz o niumero de operacdes
manuais e o risco de contaminacédo (CIERPKA et al., 2013), ao passo que conduz a
problemética da exposicdo das CTMs as tensGes de cisalhamento (CHERRY;
PAPOUTSAKIS, 1988).

A exposicdo das CTMs as tensdes de cisalhamento influencia tanto a
viabilidade celular como a liberacdo de fatores tréficos (BECQUART et al., 2016) e
pode estimular a diferenciacdo em ostedécitos (DATTA et al.,, 2006). S&o reportados
niveis toleraveis de tensdo de cisalhamento para cultivo de CTMs durante a fase de
expansao entre 0,3-0,4 Pa em frasco spinner e 0,08-0,15 Pa em biorreator de tanque
agitado (DE SOURE et al., 2016).
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Figura 4. Plataformas para expansdo de CTMs, apresentando a variagdo de
escala de producdo e do nivel de tensédo de cisalhamento, partindo de frascos de
cultura para sistemas dindmicos homogéneos.

Frascos de Spinner Biorreator de tanque agitado
Cultura (escala laboratorial) (escala clinica)

©©e® OO
GOEQ
SO

Recursos necessarios -
_  —— Nivel de produgao celular
__— Tensdo de cisalhamento

Adaptado de (JANASZAK; WOLFE; T. AHSAN, 2016).

Atualmente, em fungdo das inovac¢fes tecnoldgicas, especialmente no que se
refere a forma de assepsia, os biorreatores podem ser classificados em Biorreatores

tradicionais e Biorreatores Single-use.

Diversos tipos de biorreatores tém sido estudados para expansao de CTMs. Os
biorreatores tradicionais consistem naqueles fabricados por material inerte como vidro
e aco inoxidavel (316, 316L - (AL-RUBEAI, 2015)), em que a esterilizagcdo do mesmo
ocorre in situ. Biorreatores englobados no termo Single-use se caracterizam por nao
necessitarem de esterilizagdo in situ. S&o adquiridos previamente esterilizados e
validados pela empresa fornecedora. O compartimento de cultivo é feito de material
aprovado pela FDA (polietileno, etileno vinil acetato, policarbonato e poliestireno)
(MASY, 2011). A grande maioria dos biorreatores tradicionais é encontrada com essa
tecnologia, como: spinner, biorreator de paredes rotativas, biorreator de tanque
agitado e os biorreatores com movimento ondulatério (designados como rocking
motion bioreactor ou wave-induced motion bioreactor). A Figura 5 apresenta modelos
de cultivo de acordo com a forma de crescimento (2D ou 3D) e os biorreatores

aplicaveis na expansao de CTMs.
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Figura 5. Modelos para cultivo de Células-Tronco Mesenquimais. Classificagdo

guanto ao modo de crescimento e tipo de agitagao.

Cultivo Estatico — 2D

!

Frasco T

Frascos Multi-camadas

72 lﬁ
P—|-

Cultivo Dinamico

l

Movimento

Tanque agitado ondulatério SU

SU _— S

RAtapala’

L

Vortices de Fibra-oca SU
)}

Fibras-ocas

&

S

S

L2

N Parede
rotativa SU

Adaptado de (JOSSEN et al., 2014). Desenho esquematico do biorreator de Vortices
de Taylor adaptado de (KYUN CHOI et al., 1999). Os biorreatores disponiveis do tipo
Single-Use estéo identificados com a abreviagcdo SU. Dimensdes sem
correspondéncia com a dimenséo original.
Biorreator Spinner: Esse modelo de biorreator pode ser empregado no cultivo
de células com crescimento em suspensdo e células aderentes. No frasco spinner
tradicional ndo é possivel realizar o controle de pH, oxigénio dissolvido, injecdo de
gases e temperatura. Deve ser mantido em incubadora para manter atmosfera e
temperatura controladas, e a agitacao € feita por inducdo magnética. Os modelos
tradicionais sdo produzidos com vidro, com volumes de trabalho de 100 a 5.000 mL
(AL-RUBEAI, 2015). Grande parte dos estudos para expansdo de CTMs é realizada
em frasco spinner. Nesse biorreator obtiveram-se fatores de expansé&o, para CTMs
provenientes da medula éssea, de 8,4 + 0,8 vezes com microcarregador CuItiSpher—S®
(EIBES et al., 2010) e 9,6 vezes com microcarregador MAG (WODEWOTZKY, 2015).
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Biorreator de Tanque Agitado: O biorreator de tanque agitado, empregado
para células em suspenséo e aderentes, consiste de um vaso cilindrico com impelidor
acionado por motor externo. O controle de gases e aquecimento € feito por um
sistema de controle proprio. Apresenta design simples, com sistema de operacao e
amostragem acessiveis (RODRIGUES et al., 2011). Esse biorreator pode ser operado
em diferentes regimes de alimentagdo de meio de cultivo (batelada, batelada
alimentada e perfusdo). O volume destinado ao meio de cultivo corresponde entre 70 a
80% do volume do biorreator (EIBL et al., 2009). Quanto maior a escala de trabalho,
0S processos de agitagdo e aeracdo tornam-se mais complicados, assim como a

garantia de assepsia do cultivo.

Os biorreatores de tanque agitado para cultivo de células animais possuem
alteracdes que visam reduzir o estresse mecanico imposto as células. O diametro dos
turbilhdes gerados pelo sistema de agitacdo deve ser maior que o didmetro celular
para evitar danos a membrana plasmatica (CROUGHAN; HAMEL; WANG, 1987). As
células com maiores riscos a danos sdo as que ficam localizadas proximas as paredes
do biorreator e na interface liquido-gas, nesse caso, devido ao rompimento de bolhas
de ar. A exposicdo continua das células a um ambiente com estresse mecanico
moderado, que ndo cause morte imediata por necrose, pode provocar modifica¢cfes na
fisiologia que induzam morte por apoptose (SHULER; KARGI, 2002).

Com CTM proveniente de corddo umbilical, Mizukami e colaboradores (2016)
obtiveram um fator de expansdo de 7,5 + 1,2 vezes em biorreator de tanque agitado
empregando microcarregador CultiSpher-S® e meio sem adicdo de SFB (MIZUKAMI et
al., 2016). Em biorreator de tanque agitado Single-use aplicado na expansao de CTM
proveniente de tecido adiposo, Schirmaier e colaboradores (2014) obtiveram fator de
expansdo de 354 + 0,5 vezes utilizando o microcarregador ProNectin®-F
(SCHIRMAIER et al., 2014).

Biorreator de Paredes Rotativas: Nesse biorreator, formado por dois cilindros
concéntricos horizontais, as células crescem em suspensdo ou aderidas em
superficies de ancoramento no meio de cultivo contido entre os dois cilindros. A
parede gira lentamente por indu¢cdo magnética e a mistura ocorre pelo movimento
giratério somado a circulagdo externa do meio (JOSSEN et al., 2014). Pelo movimento
giratério do cilindro externo a forca gravitacional é equilibrada com a for¢a centrifuga,
cria-se assim um ambiente de microgravidade no espaco anular. Esse biorreator foi
desenvolvido inicialmente pela NASA para estudos de comportamento celular e

crescimento de tecido em ambiente com baixa gravidade. Nesse modelo de biorreator
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foi registrado fator de expanséo de 38,7 £ 6,1 vezes com CTM derivada de cordéao
umbilical (REICHARDT et al., 2013).

Biorreator de Vortice de Taylor: O biorreator de Vortice de Taylor também
usa o principio de um biorreator de parede rotativa, porém, em posi¢cao vertical. Nesse
biorreator, o cilindro externo é fixo enquanto que o interno gira, gerando padrbes de
escoamento em voértices toroidais de Taylor no volume de trabalho contendo as células
(SANTIAGO; GIORDANO; SUAZO, 2011). Trata-se de um biorreator com potencial
para aplicacdo no cultivo de CTMs, j& que ndo possui impelidor, evitando assim
tensdes de cisalhamento pontuais altas. Com CTM imortalizada derivada da medula
0ssea, foi registrado para esse biorreator um fator de expanséo celular de 9,0 vezes
utilizando microcarregador CultiSpher-S® (GIL, 2015).

Biorreator de Fibra Oca: O biorreator de fibra oca é formado por um cartucho
de fibras poliméricas. A aplicacéo da técnica de crescimento de células no exterior de
microfibras de plastico foi desenvolvida por (KNAZEK et al.,, 1972). As fibras
apresentam porosidade tal que permite, devido aos gradientes de concentragdo, o
fornecimento de nutrientes e oxigenacdo as células, assim como a retirada de
metabolitos téxicos, possibilitando o crescimento das células entre as fibras (VELIZ
RODRIGUEZ; CARDERO, 2008). O monitoramento e controle desse modelo de
biorreator ndo sdo simples (RODRIGUES et al., 2011). O design do biorreator de fibra
oca pode gerar uma alta limitacdo da transferéncia de massa dos nutrientes e
metabdlitos, quando o processo atinge elevada densidade celular, 0 que resulta na
gueda da viabilidade do cultivo (EIBL et al., 2009). Nesse modelo de biorreator, tem-se
registrado fatores de expanséo celular de 9,8 + 1,0 vezes com CTM derivada de
cordao umbilical (MIZUKAMI et al., 2018) e entre 6,7-13,8 vezes com CTM derivada da
medula 6ssea (LECHANTEUR, 2014).

Biorreator com Movimento Ondulatério (Rocking Motion ou Wave-induced
Motion Bioreactor): A tecnologia Single-use comegou a conquistar espago entre 0s
biorreatores tradicionais com este modelo de biorreator. O compartimento empregado
para o cultivo, denominado de Cellbag, é fabricado com material plastico
biocompativel e inerte (Polietileno de baixa densidade/Etileno Vinil Acetato), aprovado
pela FDA, e previamente esterilizado por radiacdo gama (SINGH, 1999). Por ser de
uso unico e pré-validado, elimina a necessidade de validacdo do processo de
esterilizagdo do biorreator, reduzindo custos e tempo para iniciar o processo de
producdo. Existem Cellbags de diferentes capacidades, facilitando o scale-up do
processo. Dado uma capacidade de trabalho da Cellbag, a capacidade maxima para o
meio de cultivo corresponde a 50% desse volume. O Biorreator Wave™ da GE
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Healthcare possui sensores para monitoramento de pH, temperatura e oxigénio

dissolvido na Cellbag.

A intensidade do movimento de ondas induzido pelo balango da plataforma,
sobre a qual é colocada a Cellbag, € facilmente controlada através da escolha da
frequéncia e o angulo do balango. A temperatura do cultivo é mantida constante
através do aguecimento da superficie metédlica da plataforma que fica em contato com
a Cellbag. Também é possivel o controle da composicao da atmosfera em contato
com o meio de cultivo através da regulacdo da velocidade de inje¢cdo de CO,, N,, O, e
ar. A esterilidade da linha de gas que entra na Cellbag é garantida através de um filtro
com 0,2 um (SINGH, 1999).

E possivel operar o biorreator com movimento ondulatério em diferentes
regimes de alimentacdo, como batelada, batelada alimentada e perfusdo. Para o
regime de perfusao, a plataforma do biorreator com movimento ondulatério pode ser
acoplada a um maodulo de perfuséo, para controle da injecao e saida de fluido (EIBL;
EIBL, 2009). Para operar em regime de perfusdo deve-se utilizar modelo de Cellbag
gue possui um filtro acoplado para retencdo das células. O filtro flutua no meio e
move-se juntamente com a Cellbag. O sistema de filtrac&o interno a Cellbag mostrou-
se eficiente para volumes de trabalho de até 100 L (EIBL; EIBL, 2009).

Através do movimento de ondas imposto ao meio de cultivo contendo células,
com uma area de interface liquido-ar incrementada pela formacé&o das ondas, ocorre a
transferéncia de oxigénio para o meio liquido. Para Cellbag de 2 L operando com
100 mL, os valores de k.a s&o da ordem de 1,6 h™ e para Cellbag de 20 L operando
com 10 L, os valores de k.a sdo da ordem de 4,0 h™* (SINGH, 1999). O movimento de
ondas induzido pela plataforma ndo é agressivo as células, ja que ndo ha formacéao de
bolhas ou choques com impelidor, e facilita a alternancia entre as camadas de fluido, o
que eleva o potencial de mistura (VELIZ; RODRIGUEZ; CARDERO, 2008). O tempo
de mistura para que o fluido atinja homogeneidade varia entre 5 e 10 segundos em
Cellbag de 20 L operando com 10 L e 60 segundos em Cellbag de 200 L operando
com 100 L (SINGH, 1999).

Nesse modelo de biorreator, Timmins e colaboradores (2012) obtiveram fator
de expanséo de 16,0 + 0,4 vezes com CTM proveniente do tecido da placenta e
microcarregador CultiSpher-S® (TIMMINS et al., 2012) e Jossen e colaboradores
(2016) apresentaram fator de expanséo de 6,6 = 0,6 vezes com CTM proveniente de
tecido adiposo, utilizando microcarregador de poliestireno fornecido pela empresa Pall
(Pall Corporation, EUA) (JOSSEN et al., 2016).
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Para ter um ideia mais global do uso de biorreatores para cultivo de CTMs, foi

realizado um levantamento bibliografico, cujo resultado esta organizado na Tabela 1,

onde se apresentam fatores de expansdo de CTMs para diferentes modelos de

biorreatores e microcarregadores.

Tabela 1. Relacdo de biorreatores empregados no cultivo de Células-Tronco
Mesenquimais e Fatores de expanséo celular obtidos.

Estrutura
Biorreator para Célula V(Zrlrl]JLr;]e 1;3222;) FE Referéncia
expansao
. FO: 11.500 CTM-medula (LECHANTEUR,
FibraOca(SU) 46521 m? Ossea : y S 2014)
Movimento MC - (TIMMINS et al.,
ondulatério (SU)  CultiSpher-s ~ CTM-placenta 500 7 160404 2012)
Movimento MC - CTM-tecido (JOSSEN et al.,
ondulatério (SU) poliestireno adiposo LELL < SR 2016)
Movimento MC - wt-hMSCs e 300 18 6.0 (AKERSTROM,
ondulatério (SU) Cytodex3 hMSCs-TERT ' 2009)
. MC - CTM-medula (EIBES et al.,
SISy CultiSpher-S 6ssea e ¢ e 2010)
. MC - CTM-medula (SUN et al.,
Spinner CultispherG Ossea 50 6 6.9 2010)
CTM-medula
Spinner MC - MAG  G6ssea (hMSC- 50 9 9,6 (WODZ%V;’?TZKY’
TERT) )
. MC - (HEWITT et al.,
Spinner Cytodex3 CTM-placenta 100 9 20,0 2011)
: MC - CTM-tecido (KAISER et al.,
SELLER ProNectin®-F adiposo ey E Sl 2013)
. MC - CTM-cordao (MIZUKAMI et al.,
Tanque agitado o s pner-g umbilical 800 6 7512 2016)
Tanque agitado - :
MC - CTM-tecido (SCHIRMAIER et
BIOSTAT® . - 2.000 7 35,4+0,4
Cultibag (SU) ProNectin®-F adiposo al., 2014)
: MC -
Tanque agitado - i CTM-medula (LAWSON et al.,
Mobius® (SU) C%gtl:g_eg all Ossea 50.000 1 43,0 2017)
Tanque agitado - MC - CTM-medula (CUNHA et al.,
UniVessel® (SU) Synthemax® I 0ssea 2008 v B ells 2017)
Tanque agitado - MC - CTM-tecido 2000 7 16.4 (CUNHA et al.,
UniVessel® (SU) Synthemax® Il adiposo ' ; 2017)
MC CTM-medula
Vortice de Taylor reeo Ossea (hMSC- 60 10 9,0 (GIL, 2015)
CultiSpher-S TERT)
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2.2.1. Cultivode CTMsem 3D

Superficies para ancoramento - Microcarregadores (MCs)

O cultivo de células aderentes em microcarregadores (MCs) foi iniciado por
volta de 1960 (FRESHNEY, 2010). A elevada relagcéo entre a &rea superficial e volume
do cultivo empregando microcarregadores, geralmente em forma esférica, permite
obter maiores densidades celulares com menor uso de material (LUBINIECKI, 1990).
O material com que o microcarregador é fabricado tem por objetivo propiciar melhor
adeséo e proliferacdo das células, além de facilitar a etapa de recuperagao celular ao
término do cultivo. Dentre os materiais empregados estdo a celulose, dextrana,
colageno, gelatina, vidro e poliestireno. De acordo com a porosidade do material base,
0s microcarregadores séo classificados em microporosos (didmetro de poro inferior a
30 pm) ou macroporaosos (didametro de poro superior a 30 pm), com diametro ideal
para 0os microcarregadores entre 300 e 500 pm, a fim de evitar limitagdes por
transferéncia de massa (PORTNER, 2015; VELIZ; RODRIGUEZ; CARDERO, 2008).

E desejavel que a densidade do microcarregador seja pouco maior que a
densidade do meio de cultivo, para que n&do seja necessario empregar altas
velocidades de agitacdo a fim de manter os microcarregadores em suspenséo, 0 que
pode causar a desadesdo das células (LUBINIECKI, 1990). O choque entre
microcarregadores pode resultar em danos as células aderidas na superficie externa.
Assim, 0 emprego de microcarregadores macroporosos torna-se mais eficiente, porém
ha maior dificuldade em garantir ambiente homogéneo no interior dos poros
(SHULER; KARGI, 2002). O crescimento no interior dos poros permite a proliferagao
das células em forma tridimensional, possibilitando melhor sinalizacdo celular e
atividade biolégica das CTMs (MADL; HEILSHORN; BLAU, 2018; VELIZ
RODRIGUEZ, CARDERO, 2008). A Tabela 2 apresenta modelos de
microcarregadores disponiveis no mercado. Dentre os modelos citados, destacam-se
para cultivo com CTMs os microcarregadores Cultispher-G, CultiSpher-S, Cytodex 3,

Cytodex 1, ProNectin e Synthemax |I.

A concentrag&o usual de microcarregadores para cultivo de CTMs varia entre 1
- 4 g/L (PANCHALINGAM et al.,, 2015). A relagcdo do numero de células por
microcarregador obtida no comego do cultivo € determinante para o bom desempenho
do mesmo. Hewitt e colaboradores (2011) estabeleceram a relacdo de 5 células/MC
como ideal, obtendo fator de expansdo celular de 20 vezes com microcarregador
Cytodex 3, para expansao de CTM proveniente de placenta (HEWITT et al., 2011).
Yuan e colaboradores (2012) também definiram como 5 células/MC a melhor relacdo
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inicial de células por microcarregador (YUAN et al., 2012). Os elevados fatores de
expansdo verificados em condicdo de baixa razdo do numero de células por
microcarregador estdo relacionados a maior disponibilidade de area para crescimento
e de nutrientes (NEUHUBER et al., 2008).

Agregados de células

As CTMs também estdo sendo estudadas em cultivos na forma de suspenséo
de agregados de células. Nesse modo de crescimento, como ndo é utilizada uma
superficie de ancoramento, a coleta das células ao término das culturas é facilitada, o
gue simplifica o bioprocesso de expansdo das CTMs e reduz a perda de células
(RODRIGUES; NOGUEIRA; CABRAL, 2018).

Alimperti e colaboradores (2014) expandiram CTMs provenientes de medula
O0ssea em esferdides em erlenmeyer com 125 mL de meio de cultivo, sob agitacdo
orbital de 80 rpm, e obtiveram células recuperadas dos agregados com diametro
meédio significativamente menor quando comparado as células cultivadas em 2D
(ALIMPERTI et al., 2014). Bartosh e colaboradores (2010) verificaram melhora do
potencial de acédo antiinflamatéria e melhor potencial de distribuicdo uniforme em
tecidos de CTMs obtidas da medula 6ssea em culturas em agregados celulares, pelo
meétodo hanging drop, contendo cada gota entre 10.000-250.000 células (BARTOSH et
al., 2010). Tsai e colaboradores (2017) apresentaram estudo aplicando plataforma
com movimento ondulatério para avaliar a cinética de agregacdo de CTMs. Os
experimentos foram conduzidos em placas de pogos colocadas sobre a plataforma,
avaliando as condicbes de cisalhamento empregadas as CTMs. Os autores
apresentaram que o movimento ondulatério pode ser uma alternativa para producéo
de agregados celulares, além de possibilitar a regulacdo do didmetro dos agregados
celulares formados (TSAl et al., 2017).

O encapsulamento das CTMs em uma matriz polimérica, usualmente alginato
de calcio, € um método alternativo para crescimento em 3D. O processo de
encapsulamento consiste na adicdo de gotas da suspenséo de células em solucéo de
alginato de célcio a uma solucéo de cloreto de calcio (SERRA et al., 2011). As esferas
formadas podem ser recobertas por polilisina a fim de elevar a estabilidade mecanica
e quimica. A recuperacao das células é feita por tratamento com quelante de célcio
(HU, 2013). O cultivo 3D de CTMs encapsuladas em microesferas de alginato permite
controle do didmetro de agregados celulares, manutencdo do potencial pré-
angiogénico, antiinflamatério e quimiotatico e maior resisténcia ao estresse oxidativo,
quando comparado ao cultivo de CTMs em agregados ndo encapsulados (COSTA et
al., 2017).
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Tabela 2. Modelos de microcarregadores para cultivo de células dependentes de ancoramento.

Modelo

Cultispher-G
CultiSpher-S
MAG *

Cytodex 3

ProNectin

Cytodex 1

Cytopore 1

Cytopore 2

. . Densidade Are_a . Diametro Diametro de Carga Numero de
Fabricante Material (glem?) superficial (um) oro (um) (+1) particulas por
9 (cm?g) H poro (i grama (MC/g)
Microcarregadores revestidos por proteina animal
Percell Biolytica Tipo | - gelatina porcina 1,04 7500 130-380 10-30 s/ carga 8,0E5
_ Alginato e gelatina 1,02 _ 250-355 54 s/ carga 6,0E5
Dextrana (superficie:
GE Healthcare Tipo | - gelatina 1,04 2700 141-211 N&o poroso s/ carga 3,0E6
porcina)
Microcarregador revestido por proteina recombinante
Poliestireno (superficie:
SoloHill Eng. Inc fibronectina 1,02 360 125-212 nao poroso + 3,9E5
recombinante)
Microcarregadores Xeno-free
GE Healthcare Dema”gé;;‘)’erf'c'e: 1,03 4400 147-248 n&o poroso + 4,3E6
GE Healthcare Ce'“'OSSE(de”'C'e: 1,03 11000 200-280  microporoso + 3,0E6
GE Healthcare Ce'“'OSSéSAEF)’e’f'C'e: 1,03 11000 200-280 30 + 3,0E6
Corning Poliestireno (superficie: 1,02 360 125-212 nao poroso s/ carga _

Synthemax® Il

Synthemax® Il coating)

DEAE = N,N-dietilaminoetil

Adaptado de (ALFRED et al., 2011; BADENES et al., 2016; RAFIQ et al., 2016). *Dados obtidos de (WODEWOTZKY, 2015).
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2.3. Biorreator com Movimento Ondulatério

Para que um protocolo de cultivo de célula seja posto em operagao em centros
de estudo e pesquisa, 0 mesmo precisa ser eficiente, seguro e reprodutivel. A
utilizacdo de biorreatores descartaveis pré-esterilizados com radiacdo gama, mais
conhecidos como Sistemas de Uso Unico - SUS (Single-use Systems em inglés),
tornou-se uma opcéo de processo bastante atrativa devido a sua praticidade e
economia. Os processos que utilizam biorreatores SUS ndo necessitam dos
certificados de limpeza e esterilizacao in situ (Cleaning In Place - CIP e Sterilization In
Place - SIP), ja que os mesmos sao fornecidos pelo fabricante da Cellbag. Como néo
utilizam os processos tradicionais de esterilizacdo do biorreator com vapor, esses
sistemas reduzem o tempo de processamento e facilitam a aprovacéo de protocolos
de cultivo pelas agéncias reguladoras, devido a pré-certificacdo das Cellbags. Para a
industria de bioprocessos, os dispositivos descartaveis trazem beneficios como
flexibilidade da linha de produgéo, seguranca e reducéo do tempo de preparo dos
equipamentos para a operacdo seguinte (EIBL et al.,, 2009). O aparato industrial
empregando tecnologia SUS apresenta demanda menor por caldeiras e linhas de
tubulacdo de vapor e 4gua. Os biorreatores SUS possibilitam economia de 50% no
consumo de energia e reducdo do consumo de agua de 8 a 10 vezes quando
comparado aos biorreatores tradicionais. (RAWLINGS; PORA, 2009)

O Biorreator Wave™ foi introduzido no fim da década de 90, tornando-se uma
alternativa na tecnologia de biorreatores para o cultivo de células de plantas e animais,
vidvel tanto para células com crescimento em suspensdo como para células
dependentes de ancoramento (SINGH, 1999). Devido a limitacdo de aumento de
escala, o volume maximo de operacéo € inferior ao do biorreator de tanque agitado,
chegando a um maximo de 4.000 L. Em bioprocessos com CTMs, esse fato ndo trata-
se de um problema, ja que os cultivos s&o realizados em volumes menores,
atualmente em torno de 50 L (JOSSEN et al., 2018). Existem basicamente dois tipos
de biorreatores de movimento ondulatério: biorreator com plataforma de balanco
vertical unidirecional e o mais complexo, com balango vertical bidirecional (alternando
em duas dire¢des perpendiculares) (EIBL; EIBL; PETRA KOHLER, 2012).

Com relagdo ao cultivo de CTMs em Cellbag em biorreator com movimento
ondulatério, Akerstrom (2009) estudou a proliferacdo de wt-hMSC (CTM-priméaria) e
hMSC-GFP (CTM-linhagem) com processo de adicdo de microcarregadores
(Cytodex3®). Obteve fator de 6 vezes com 18 dias de cultivo, realizando a fase de
adesdo em frascos T (AKERSTROM, 2009). Timmins e colaboradores (2012) n&o

obtiveram crescimento no cultivo de células hpMSC (CTM proveniente de tecido da
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placenta) para atmosfera com 5% CO, e ar. Tal desempenho n&o foi alterado com
relacdo a fase de adesdo, ndo obtendo expanséo celular independente se a fase de
adesédo foi realizada dentro ou fora da Cellbag. Contudo, verificaram que o cultivo
tornou-se efetivo em atmosfera mantida com 5% O, e 5% CO,, obtendo fator de
expansao de 16,0+0,4 em 7 dias de operacdo (TIMMINS et al.,, 2012). Jossen e
colaboradores (2016) estudando dados de N;s (velocidade minima para suspenséo de
particulas) em cultivo de CTMs de tecido adiposo em biorreator com movimento
ondulatério e microcarregador de poliestireno, obtiveram fator de expanséo de 6,6+0,6
em 9 dias de operagcdo, com a fase de adesé&o celular realizada em frasco shaker
(JOSSEN et al., 2016).

Os trabalhos de Akerstrom (2009) e Timmins e colaboradores (2012) né&o
abordaram detalhadamente a velocidade de agitagcdo empregada e ndo mencionaram
o problema de depdsito de microcarregadores no plastico da Cellbag. Além disso,
Timmins e colaboradores (2012) deixaram lacunas no que se refere a etapa de adeséo
realizada no reator, como volume de operacdo durante a fase de adesdo. Jossen e
colaboradores (2016) mencionaram a existéncia da formagao de depdsito “tipo duna”
de microcarregadores apenas para condicdo de agitacdo significativamente abaixo do
critério de Nsy,, reportando que a formacéo desse deposito reduz a medida que a
agitacao é elevada. Entretanto, em experimentos conduzidos no LATECC foi verificado
gue, mesmo em condi¢cédo de agitagdo condizente ao valor de Ns;, obtido aplicando a
correlagcdo apresentada por Jossen et al. (2016), ocorre a formacéo de depdsitos tipo
duna devido a deposicdo gradual das particulas nas superficies inferiores das
extremidades da Cellbag, as quais ndo retornam ao liquido ainda que na condi¢cdo de
Nsi;o. Além desse deposito, o depdsito de microcarregadores no plastico ao longo da
superficie lateral da Cellbag (regido de borda liquido-gas) é intensificado com o

aumento da agitagéo da plataforma, fato ndo mencionado por Jossen et al. (2016).

Agitacdo Minima para Suspensdao de Particulas

O critério de agitacdo minima para suspensao de particulas (Ns;) representa a
velocidade minima empregada para que todos os microcarregadores ndo permanegam
mais de 1 segundo em contato com o fundo do biorreator. O critério de Ns;, representa
o limite minimo de Ns; para que os microcarregadores localizados no fundo do
biorreator estejam em movimento (SCHIRMAIER et al., 2014). Jossen e colaboradores
(2016) apresentaram correlacdo para estimar o critério de Nsy, na Cellbag, em funcéo
do angulo de inclinagdo da plataforma, @ (°), volume de operacéo, V (L), massa de
microcarregador, myc (g), area especifica de crescimento, Ayc (cm®100 mL™), e
densidade do microcarregador, pyc (kg.m?) (JOSSEN et al., 2016). Analisando a
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correlacdo apresentada na Equacdo 1, percebe-se que o critério de Ns;, apresenta
grande dependéncia do angulo de inclinagcdo da plataforma e volume de liquido
empregado.

Ng, =-2,0/19%¢+7,526xV-0,119xm,,. +0,00537 xA,,. +0,0329 % p,,. -6,039
(R =0,977) Equagéo 1

Regime de Agitacédo e Poténcia Dissipada

Em trabalho avaliando o regime de fluxo no Biorreator Wave™, Oncul e
colaboradores (2010) descobriram que as tensdes de cisalhamento encontradas séao
mais brandas comparadas com o biorreator de tanque agitado (ONCUL et al., 2010).
Para descrever a fluidodinamica do Biorreator Wave™ deve ser utilizado o nimero de
Reynolds modificado (Rem.d), 0 qual leva em consideracdo as caracteristicas da
Cellbag, como altura da coluna de liquido e um fator de correcao para descrever a
influéncia do volume de operacgéo e agitacéo da plataforma (Equacéo 2) (EIBL; EIBL,
2009). De acordo com a Equacdo 2 e analise visual, os autores obtiveram para
Cellbag de 2L, regime laminar para valores de Ren.g menor que 200 e regime de
transicdo para Ren. entre 200 e 600.

Re o _ Vok4C Equacéo 2
v-(2-h+B)

Onde: V: volume de operacéo (m°); k: agitacéo da plataforma (rpm); C: fator de
correcdo dependendo do modelo de Cellbag, agitagdo e angulo de inclinacdo da
plataforma e volume de operac&o; v: viscosidade cinemética (m®.s™); h: altura de
liquido na Cellbag (m); B: largura da Cellbag (m).

Eibl e Eibl (2009) obtiveram para Cellbag de 2 L, com agitagdo de 18 rpm e
angulo de 8°, valores de Ren.s de aproximadamente 250 para 10% do volume de
operacdo, 650 para 30% do volume de operacdo e 800 para 50% do volume de
operagao, como se mostra na Figura 6. Zhan C. e colaboradores (2019) apresentaram,
em estudo sobre hidrodindmica, que o biorreator com movimento ondulatério pode
apresentar o fendbmeno de ressonancia. Em Cellbag operando com 5 L e inclinagdo de
7°, verificaram na regido de interface liquido-gas e ao longo das laterais, a formacéao
de vértices mais intensos para agitacdo de 15 rpm, quando comparado com 30 rpm,
conforme apresentado na Figura 7. Os autores relacionaram esse resultado ao
fenbmeno de ressonancia, em que a agitacdo de 15 rpm estaria mais préxima a
frequéncia natural do fluido na condicdo estudada. Apesar do fluido estar em regime
laminar, nas condicdes do estudo em questdo, trajetérias cadticas podem ocorrer, em
que o fluido é intensamente distendido e comprimido, o que justificaria a formacé&o dos

vortices mais intensos para a agitagcdo de 15 rpm (ZHAN et al., 2019).
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Figura 6. A: Zonas de transicdo do regime laminar (Renoq < 200) para o regime
turbulento (Remog Superior ao valor apresentado pelas barras verticais) para Cellbags
com diferentes capacidades. B: Valores de Ren. em relacdo ao volume operacional
para Cellbags com diferentes capacidades operando com agitacdo de 18 rpm e angulo

de inclinagao de 8° (Vmaximo: VOlume operacional maximo).
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Adaptado de (EIBL; EIBL, 2009).
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Figura 7. Magnitude dos vortices formados na fase liquida para Cellbag com
5L einclinagdo de 7°: (A): 15 rpm e (B) 30 rpm.

- ! l; Magnitude do Voértice
S (1/s)

3.51e-02 4.00e:d1 8.00e+01 1.2e+02 1.60e+02 2.00e+02

Adaptado de (ZHAN et al., 2019).

A poténcia especifica (P/V) introduzida no fluido é obtida através do trabalho
necessario para realizar o movimento da plataforma, dado o angulo de agitacéo e
determinando o ponto de gravidade da Cellbag e a area superficial do fluido (EIBL;
EIBL, 2009). Eibl e Eibl (2009) descreveram valores de poténcia especifica, para
Cellbag de 2 L, entre aproximadamente 100 e 150 W/m?, operando entre os angulos
de 7° e 10° com 0,2 L e agitacdo de 9 rpm. Os autores apresentaram valores de
poténcia especifica menores que 100 W/m?® operando nas condi¢cdes citadas
anteriormente, e agitacao de 6 rpm (EIBL; EIBL, 2009), como se pode verificar na
Figura 8. Para células CHO e hibridoma cultivadas em suspensao celular, valores de
poténcia especifica entre 1-5 x 10" kW/m® podem provocam morte celular (MA;
KOELLING; CHALMERS, 2002). No cultivo de células CHO ancoradas em
microcarregador, esse valor é na ordem de 1 kW/m?® (GREGORIADES et al., 2000).

Figura 8. Poténcia especifica dissipada (P/V) de acordo com a agitacdo da
plataforma (entre 6 e 30 rpm) para Cellbag de 2 L, operando com 1 e 0,2 L, com
angulo de inclinagéo da plataforma de 7° e 10°.
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Adaptado de (EIBL; EIBL, 2009).
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2.4. Consideracdes Finais

Com base no exposto, o desenvolvimento de processos de cultivo de CTMs em
biorreator com movimento ondulatério possui grande relevancia para a utilizagdo em
aplicacbes na area de terapia celular. Trata-se de um modelo de biorreator com
tecnologia single-use, o que facilita a validacdo do bioprocessso. A agitacdo do
biorreator com movimento ondulatério é suficiente para proporcionar adequada
aeracao do meio de cultivo para a expansao de CTMs. Além disso, o0 modo de
agitacdo nado é agressivo as células, ndo ocorre formacéo de bolhas e choque com
impelidor.

Até o momento, apenas trés trabalhos abordam o cultivo de CTMs em
biorreator com movimento ondulatério. Esses estudos deixaram lacunas no que se
refere & conducdo da etapa de adesdo realizada na Cellbag. Também ndo ha
informacgéo suficientemente detalhada sobre dados de agitacdo da plataforma do
biorreator e formacdo de depdsito de microcarregadores na superficie interna da

Cellbag, fatores que tém muita influéncia na expansao das CTMs.

Nesse sentido, a presente tese se propds em preencher as lacunas existentes
com relacédo ao cultivo de CTMs em biorreator com modelo de agitacdo ondulatorio,
com objetivo de melhorar o fator de expansdo da CTM-CU, e assim tornar esse
biorreator competitivo para emprego em bioprocessos com CTMs. Nesta tese foram
abordados os dois problemas enfrentados no cultivo de CTMs no biorreator com
movimento ondulatério (fase de adeséo ineficiente das CTMs aos microcarregadores e
depdsito de particulas na superficie interna da Cellbag), através da identificacdo de
limitacdes operacionais nas fases de adeséo e expansao da CTM-CU no Biorreator
Wave™ e da caracterizago dos tipos de depdsito de microcarregadores na superficie

interna da Cellbag.

Y

Visando a resolugcdo do problema de formacdo de depdsitos de
microcarregadores, foi proposto o emprego de um suporte, desenvolvido nesta tese,
para ser colocado sobre a plataforma de agitacdo do biorreator e modificar o formato
da Cellbag, alterando o escoamento do fluido contido na Cellbag e, assim,
contornando a nociva formagado dos depositos. Nesta tese, também foram realizados
estudos de expressdo génica das CTM-CU e quantificacdo de VEs derivadas das

CTM-CU em cultivos no Biorreator Wave ™.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVOS

3.1.

Objetivo geral

A presente tese tem como objetivo avaliar estratégias de operagdo para

melhorar o desempenho do Biorreator Wave™ no cultivo de Células-Tronco

Mesenquimais derivadas de Corddo Umbilical (CTM-CU), mantendo os requisitos de

gualidade das CTMs para fins terapéuticos.

3.2.

Objetivos especificos

Identificar a origem de limitacdes operacionais nas fases de adesdo e
crescimento da CTM-CU que levam aos baixos fatores de expansdo no
Biorreator Wave™.

Efetuar modificacdes na operacéo do Biorreator Wave™ visando & mitigag&o
das limitagcdes operacionais e, consequentemente, o melhoramento do
rendimento da expanséo da CTM-CU.

Avaliar o desempenho do Biorreator Wave™ no cultivo da CTM-CU em termos
de: capacidade proliferativa; potencial de diferenciacdo em adipdcitos,
ostedcitos e condrocitos; identidade imunofenotipica e expresséo génica.
Avaliar o desempenho do Biorreator Wave™ com relagdo a producéo de
vesiculas extracelulares derivadas da CTM-CU.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Visao geral do trabalho experimental

Na presente tese, o estudo da expansdo da CTM-CU no Biorreator Wave™
abrangeu 2 cultivos realizados com a Cellbag em posi¢céo normal de operacéo e 10
cultivos com o formato da Cellbag modificado, através do uso do suporte desenvolvido
neste trabalho. Foram utlizados como suporte de ancoramento da CTM-CU, o
microcarregador comercial CultiSpher-S® e o microcarregador MAG, desenvolvido no
LATECC (SUAZO; MOREIRA; WODEWOTZKY, 2016; WODEWOTZKY, 2015).

Com a finalidade de ter uma referéncia de comparagdo ou controle, foram
realizados cultivos controle da CTM-CU em frasco spinner, com os microcarregadores
CultiSpher-S® (duplicata) e MAG (duplicata). As CTM-CU coletadas ao término dos
cultivos no Biorreator Wave™ e frasco spinner foram avaliadas através de analise de
diferenciacdo celular, imunofenotipagem e expressao génica, sendo a condi¢c&o
controle a CTM-CU expandida em frasco de cultura.

Foi realizada andlise de quantificagcdo de vesiculas extracelulares presentes no
meio condicionado derivado da CTM-CU ao término dos cultivos no Biorreator Wave™
e frasco spinner, sendo a condigdo controle o meio condicionado derivado da CTM-CU
expandida em frasco de cultura.

Na Figura 9 se apresenta esquematicamente a estrutura do conjunto de
experimentos de cultivo da CTM-CU e andlises bioquimicas, relacionadas as CTM-CU
coletadas dos cultivos e ao meio condicionado derivado da CTM-CU.
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Figura 9. Estrutura geral do conjunto de experimentos de cultivo da CTM-CU e principais andlises realizadas na presente tese.

Caracterizagao dos

Suporte depdsitos de MCs
Cellbagnormal |— — — = | Cellbagmodificada |-~~~ kL: Cultivos Controle
Angulo de contato
MFA
Whormal-CS SWmod-cs Wmod-Cs Wmod-MAG Spinner-CS Spinner-MAG
L)Caracteriza;ﬁo '—)CTM-CU L)CTM-CU L>CTIVI-CU coletadas™B '—)CTM-CU |—)CTM-CU
dos depésitos d letadas™B A,B,C A,B,C A,B,C
N?é epositos ae coletadas coletadas 3 iieln EantliibinaidnD coletadas coletadas .
3 Meio Condicionado Meio Condicionado

3D - dinamico

‘ ADiferenciagcdo em \
adipdcitos, ostedcitos PQuantificagdo de

CTM-CU coletadas Meio condicionado derivado

=="¥ e condrécitos da CTM-CU -==» vesiculas
Blmunofenotipagem extracelulares
.............. } Expressdo Génica T
Controle: 2D-estatico Ct| ZD ..... tt ....... 5
e G, : Controle: 2D-estatico

MCs: mlcrocarregadores MFA: M|croscop|a de Forca Atémica. CS: Cult|SpherS MAG: microcarregador de alginato e gelatina. Wy ormaics: Cultivos com
CultiSpher- -S® no Blorreator wawe ™, sem alteracdo na Cellbag. SWpg-cs: Cultivos com CultiSpher-S S®, com fase de adesdo em frasco Splnner e expanséo
no Biorreator Wave'™ , com alteragao na Cellbag. Wnodcs: Cultivos com CultiSpher- S com fase de adesao e expansao no Biorreator Wave ™ , com alteracao
na Cellbag. Wmod mac. Cultivos com MAG, com fase de adesdo e expansdo no B|0rreator wave™, com alteracéo na Cellbag. Spinner- CS: Cultivos com
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4.2. Célula-Tronco Mesenquimal utilizada nesta tese

Foi utilizada Célula-Tronco Mesenquimal humana proveniente de cordao
umbilical, designada pela abreviatura CTM-CU, cedida pela Dra. Karen de Lima Prata
do Centro Regional de Hemoterapia de Ribeirdo Preto (Faculdade de Medicina -
Universidade de S&o Paulo - Campus de Ribeirdo Preto - Banco de amostras do
Laboratorio de Terapia Celular - Processo HCRP 920/2009).

4.3. Procedimento tipico seguido narealiza¢cdo dos cultivos da CTM-CU

Todos os procedimentos de manipulacdo das células e preparo de material,
para os cultivos que serdo descritos, foram realizados no Laboratério de Tecnologia de
Cultivos Celulares - LATECC (Nivel de Biosseguranca NB2 - certificado CTNBio:
Processo SEI n°: 01250.018094/2017-4; extrato de parecer técnico n°® 5.899/2018), em
camara de biosseguranca Classe Il (LABCONCO Purifier Class Il — Biosafety Cabinet
— Delta Series, Labconco Corporation, Missouri, EUA).

4.3.1. Descongelamento e ativacdo da CTM-CU

As CTM-CU foram preservadas em criotubos com meio de congelamento
contendo 90% de soro fetal bovino (HyClone®, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA) e 10% de DMSO (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), em nitrogénio
liquido (-196 °C). Cada criotubo continha 10° células em 1 mL do meio de
congelamento descrito.

O meio de cultivo empregado em todos os procedimentos de cultivo foi a-MEM
(Minimum Essential Medium — Gibco - Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA)
sem vermelho de fenol suplementado com glicose (5,55 mM) (Sigma-Aldrich, Missouri,
EUA), glutamina (2,5 mM) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), arginina (2,5 mM) (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA), antibiético (1% v/v) (Penicilina: 10.000 U/mL e Estreptomicina:
10.000 pg/mL) (Gibco - HyClone®, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA),
soro fetal bovino (10% v/v) (HyClone®, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA)
e tampdao hepes (10,9 mM) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). O pH foi ajustado entre 6,9
- 7,3. O meio de cultivo com adicéo de suplementos foi filtrado através de membrana
PVDF (fluoreto de poliviniideno) com poro de 0,22 um (Millipore, Massachusetts,
EUA).

O preparo do inéculo consistiu no descongelamento do criotubo contendo as
CTM-CU e posterior cultivo das mesmas em frascos de cultura de 75 cm? (superficie
tratada - Corning, NY, EUA) a fim de atingir o nimero de células necessarias para dar
inicio ao cultivo em biorreator. O descongelamento das células foi realizado
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transferindo-se o contetdo do criotubo para tubo de centrifuga de plastico estéril
contendo 9 mL de meio de cultivo, centrifugado a 400 g por 5 min. O pellet foi
ressuspenso em meio de cultivo e, a seguir, transferido para frasco de cultura de 75
cm?, armazenado em incubadora com 5%de CO,, a 37 °C (Themmo Fisher Scientific,
EUA).

O in6culo era preparado a partir do tratamento enzimatico dos frascos de
cultura com Tryple™ Express 1x (Gibco - Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA) para a desadesdo das células. Em seguida, a suspensdo de células era
centrifugada, o pellet ressuspenso e, a seguir, fazia-se a contagem de células em
suspensdo para inocular a quantidade desejada de células nos biorreatores
(apresentada na Tabela 3).

Nos cultivos em frasco spinner, Spinner-Wave,.q € Waven.q¢, as CTM-CU foram
inoculadas no reator na sexta passagem. Na Figura 10 se descreve o procedimento
seguido nos cultivos com fases de adeséo e de expans&o em frasco spinner, fase de
adesdo em frasco spinner e fase de expansdo no Biorreator Wave™ e fases de

ades&o e de expans&o no Biorreator Wave™.

Figura 10. Esquema do procedimento adotado na realizagdo dos cultivos da
CTM-CU no Biorreator Wave™ e em frasco spinner.

S1cs; S2¢

S1yiacs S2wmac

Swmod]'CS; SWmod2 css

Biorreator [EV\SSCFREES VN PN

: ¢ 3 = =

s . =5 Winoales: Winoa2cs 3 Winoda3cs 3 Winoacs
_ * j W, 1, W 2

Criotubo Frascos de cultura —> Biorreator Wave il e

Fonte: Acervo pessoal.

4.4. Condigdes utilizadas nos cultivos da CTM-CU no Biorreator Wave™ e em
frasco Spinner

Na Figura 11 esté apresentado o Biorreator Wave™ com seus acessorios, e o
frasco spinner utilizados nos cultivos da CTM-CU. Durante a fase de adesdo das CTM-
CU aos microcarregadores, foram retiradas amostras com até 10 h e a cada 24 h
durante a fase de crescimento. Na Figura 12 se descreve esquematicamente o
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procedimento de tratamento das amostras. A Tabela 3 apresenta as condigcdes de

operacéao detalhadas para os cultivos realizados.
4.4.1. Cultivos no Biorreator Wave ™

As Cellbags empregadas eram de 2 L (GE Healthcare, lllinois, EUA), com
volume de trabalho recomendado entre 0,2 a 0,8 L (GE, 2010). Os cultivos Spinner-
Waven.a € Wavenq foram conduzidos com a Cellbag modificada, operada dentro do
suporte, projetado e construido nesta tese, conforme descrito no item 5. O modulo de
controle Wavepod™ Il possibilitou monitoramento de pH e oxigénio dissolvido e
controle da composicao da corrente de entrada de gas na Cellbag (5-10%CO./ar). A
corrente de entrada de CO,/ar foi mantida em 0,02 L/min durante a fase de adeséo e
0,04 L/min durante a fase de expansédo. A temperatura foi controlada em 37°C através
da plataforma de agitacdo. Também através da plataforma de agitacéo, foi feito o
controle da agitacdo durante os cultivos, entre 2 - 33 rpm e angulacéo do balanco da
plataforma entre 2° - 7°. As condicbes de operagcao detalhadas estdo descritas na
Tabela 3.

441.1. Cultivos Wavenormal

Nos cultivos Wave,ma, as fases de adesédo e expansdo foram realizadas na
Cellbag em posicdo normal de operac&o. Foram inoculadas 1 x 10’ células, na relacéo
de 30 células por microcarregador. Foi utilizado microcarregador CultiSpher-S® na
concentracéo de 4,16 gMC/L (adesé&o) e 0,8 gMC/L (expanséo). A fase de adeséo foi
realizada com 100 mL e agitac&o da plataforma de 2 rpm/2°. Com 24 h, foi adicionado
meio de cultivo para obter volume final de aproximadamente 500 mL.

4.4.1.2. Cultivos Spinner-Wavenoqg

Nos cultivos Spinner-Wave,.q, a fase de adeséo foi realizada em spinner de
500 mL, com volume de trabalho de 200 mL. A concentracdo inoculada de CTM-CU,
relacdo do numero de células por microcarregador, concentracdo de microcarregador
e agitacdo empregada para cada cultivo estdo descritos na Tabela 3. Com 24 h de
cultivo, o inéculo foi transferido do spinner para a Cellbag com o formato modificado
(operada dentro do suporte), com adi¢cdo de meio de cultivo para obter volume final de
aproximadamente 600 mL.

4.4.1.3. Cultivos Wave, o4

Nos cultivos Wave,,oq, 0 volume de trabalho durante a fase de adeséao realizada
na Cellbag, com o formato modificado (operada dentro do suporte), foi de 75 mL
(Wmodlcs) e 50 ml— (Wmodzc& Wm0d3CS: Wmod4CSa WmodlMAG e WmodZMAG)- A fase de
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adesdao foi realizada com agitacdo da plataforma de 2 rpm/2° para o cultivo W eqlcs.
Durante a fase de ades&o nos demais cultivos Wave,,4, a Cellbag foi mantida sem
agitacdo, inserida no suporte, dentro de incubadora para controle da temperatura.
Com 24 h, foi adicionado meio de cultivo para obter volume final de aproximadamente
600 mL. A concentragdo inoculada de CTM-CU, relacdo do numero de células por
microcarregador, concentragdo de microcarregador e agitacdo empregada para cada
cultivo estdo descritos na Tabela 3.

4.4.2. Cultivos em frasco Spinner

Empregou-se frasco spinner de 500 mL de capacidade com impelidor esférico
(Bellco, Nova Jersey, EUA) e agitador magnético (Thermolyne Cellgro 45600 Multi-
Place Magnetic Stirrer, lowa, EUA). A superficie interna do frasco spinner antes dos
cultivos foi recoberta por Sigmacote®, conforme especificacdo do fabricante (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA). O frasco spinner e agitador magnético foram mantidos em
incubadora umidificada a 37°C com controle de CO, (ThermoForma, Thermo Scientific,
Massachusetts, EUA). Foram realizadas trocas de meio de cultivo para evitar
esgotamento de nutrientes e niveis inibitorios de metabdlitos toxicos. As condi¢cbes de

operacéao detalhadas estéo descritas na Tabela 3.
442.1. Cultivos Slcs e 82(;5

Nos cultivos Slcse S2¢s, as fases de adeséo e expansao foram realizadas em
spinner com volume de trabalho de 200 mL. Foram inoculadas 3,33 x 10° células, na
relac&o de 30 células por microcarregador. Foi utilizado microcarregador CultiSpher-S®
na concentracdo de 0,7 gMC/L. Com 144 h, foi realizada troca de 25% do meio de
cultivo por meio fresco. A fase de adeséo foi realizada com agitagdo intermitente,

conforme apresentado na Tabela 3.
4.4.2.2. Cultivos SlMAG e SZMAG

Nos cultivos S1lyac € S2vac, as fases de adesdo e expanséao foram realizadas
em spinner com volume de trabalho de 150 mL. Foram inoculadas 1,54 x 10° células,
na relacdo de 10 células por microcarregador. Foi utilizado microcarregador MAG na
concentracéo de 2,5 gMC/L. Com 168 e 216 h, foram realizadas trocas de 25% do
meio de cultivo por meio fresco. A fase de adesdo foi realizada com agitacdo

intermitente, conforme apresentado na Tabela 3.
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Figura 11. (A): Biorreator Wave™ e equipamentos auxiliares utilizados nos
cultivos da CTM-CU. Plataforma 2/10 com Cellbag de 2 L operada dentro do suporte e
maodulo de Controle Wavepod ™ I1. (B): Frasco spinner de 500 mL utilizado nos cultivos
da CTM-CU.
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Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 12. (A) Esquema do procedimento de tratamento das amostras e
andlises realizadas durante os cultivos da CTM-CU no Biorreator Wave™ e frasco
spinner. (B) Analises realizadas nas CTM-CU coletadas ao término dos cultivos e (C)
analises realizadas no meio condicionado derivado da CTM-CU.
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Tabela 3. Condic6es de operacao utilizadas nos cultivos da CTM-CU realizados em frasco Spinner, sistema Spinner- Biorreator Wave™

e no Biorreator Wave™, com o formato da Cellbag modificado.

Spinner Spinner-Wavenoq Wav € moq
Parametro S1.52cs S1:S2,nc
Microcarregador CultiSpher-s® MAG
Xo (cel/mL)
(adesao/expansao 1,7/11,7 1,0/1,0
x10%)
gMC/L (adeséo) 0,7 2,5
gMC/L (expanséo) 0,7 2,5
Volume (mL) 200/200 150/150
(adesao/expanséo)
Tempo de adeséao (h) 9 9
Agitacao adesé&o* int. até 3h int. até 3h
Agitac&o expanséo
. 50 50
(rpm/°) (h)
células/MC 30 7
Tempo de operacao - 1

(d)

* int.- regime de agitag&o intermitente: 50 rpm por 0,5 min a cada 15 min até 1 h; 50 rpm por 0,5 min a cada 30 min no restante do periodo de

agitacao intermitente.
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4.5. Cellbag inserida dentro do suporte para evitar segregacdo dos

microcarregadores

O formato da Cellbag foi modificado mediante a utilizacdo de um suporte de
acrilico que encurtava longitudinalmente a Cellbag, elevando (verticalizando) as
laterais da mesma e, assim, inibindo a presenca de regides nos seus extremos onde
ocorriam os depdsitos de microcarregadores tipo duna. Esse tipo de deposito se
assemelha ao processo em que as ondas do mar carregam material flutuante que,
quando atingem a praia, sdo depositados, permanecendo retidos na areia. Os detalhes
do suporte de acrilico e suas dimensdes estdo apresentados na Figura 13.

Na Figura 14 se mostra o formato da Cellbag sobre a plataforma tal como
fornecida pelo fabricante do equipamento e também depois de inserida no suporte.
Como sera explicado no capitulo de resultados, essa modificagdo visava eliminar a
morte celular causada pela segregacéo (deposi¢céo) de microcarregadores colonizados
com CTM durante os cultivos. Com o balango da plataforma, o meio de cultivo liquido
era impulsionado junto com os microcarregadores para os extremos da Cellbag. Com
o retorno do meio, varios microcarregadores ficavam retidos devido ao contato com o

plastico da Cellbag, permanecendo fora da suspensao.

4.6. Determinacdo do nivel de depdsito de microcarregadores

A fim de possibilitar andlise da intensidade do depdsito de microcarregadores
na superficie lateral da Cellbag, na regido de borda liquido-gas, foram estipulados
niveis de deposito, determinados por inspecéo visual da Cellbag no momento anterior
as amostragens diarias: Nivel 0: auséncia de deposito de microcarregadores; Nivel 1:
pequenos pontos de deposito; Nivel 2: presenca de faixas com fina camada de
depdsito (espessura proxima a 1 mm); Nivel 3: presenca de faixas com camada de
depdsito superior a 1 mm de espessura.

4.7. Determinacéo do coeficiente de transferéncia de oxigénio - k_a

Para determinar a influéncia da modificagdo do formato da Cellbag no
coeficiente de transferéncia de oxigénio (k.a) foram realizadas medidas de oxigénio
dissolvido. O k.a foi obtido através do método dindmico (LOFFELHOLZ et al., 2013)
para os parametros utilizados nos cultivos no Biorreator Wave™ (0,067 vvm; 24rpm/4°;
aeracdo com ar). A remocé&o do oxigénio dissolvido no meio de cultivo foi realizada
através da passagem de nitrogénio pelo “espago de cabega” da Cellbag. Com a leitura
de oxigénio dissolvido préxima a zero, era iniciada a inje¢cdo de ar na Cellbag, e as
leituras de oxigénio dissolvido monitoradas através de um sensor de oxigénio
dissolvido (DOOPT-Probe - GE Healthcare, lllinois, EUA). O acompanhamento da
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elevacéo da concentracdo de oxigénio dissolvido no meio foi realizado em triplicata. A

determinacgéo do k,a foi realizada utilizando a Equagéo 3 em sua forma integrada.

C -C
kax(t-t,)=In M Equagéo 3
(CL 'CL)

i axdt=—9C .
(CL - CL)

Onde: Cf: concentracdo de saturagd@o de oxigénio no liquido; C;, concentragdo de
oxigénio no liquido para tempo to; C; : concentracdo de oxigénio no liquido para um
tempo t.

Figura 13. (A): Suporte de acrilico desenhado e construido no LATECC para
modificacdo do formato da Cellbag, visando evitar a segregacdo dos
microcarregadores colonizados com CTM-CU durante os cultivos. (B): Suporte de

acrilico posicionado sobre a plataforma de agitac&o do Biorreator Wave™.

A

Fonte: Acervo pessoal.
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Figura 14. (A, B e C) Vista da plataforma com a Cellbag inserida no suporte
para elevacéo das laterais e (D) vista lateral da plataforma com a Cellbag em posi¢cao
normal de operacdo. As setas indicam o movimento dos microcarregadores no liquido.
Em (C) os microcarregadores s&o impulsionados para a superficie inferior das
extremidades da Cellbag e retornam para o liquido quando a plataforma inclina no
sentido oposto (seta branca). Em (D) os microcarregadores sé&o impulsionados para a
superficie inferior das extremidades da Cellbag e ndo retornam para o liquido quando
a plataforma inclina no sentido oposto, assim, forma-se uma zona de depdésito de
microcarregadores (regidao de encontro das setas branca e preta).

Fonte: Acervo pessoal.
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4.8. Angulo de contato — Teste de molhabilidade

As andlises de angulo de contato foram realizadas na Embrapa
Instrumentacdo. Foram cortadas amostras do plastico de uma Cellbag nova (né&o
empregada em cultivo) e de uma Cellbag ap6s ser utilizada em cultivo da CTM-CU, de
onde foram retiradas amostras da regido central e da regido lateral do plastico (regido
de borda liquido-gas). As amostras da Cellbag foram mantidas em dessecador,
protegidas da luz, por 24 h antes do teste de molhabilidade. Os ensaios foram
realizados em triplicata para cada posi¢céo descrita anteriormente, utilizando agua ultra
pura, meio de cultivo contendo 10% v/v SFB e meio condicionado obtido ao término do
cultivo da CTM-CU.

Para averiguar se ocorria deposicdo de proteinas na superficie interna da
Cellbag durante o cultivo, amostras do plastico de uma Cellbag apés cultivo da CTM-
CU foram mantidas imersas em tripsina-EDTA 0,25% (Gibco - Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA) durante 30 minutos. Apos, as amostras foram lavadas
e secas em dessecador, protegidas da luz, para realizar o teste de molhabilidade, em
triplicata.

Foi utilizada seringa de 10 pL para gerar as goticulas (Hamilton Syringes,
Nevada, EUA) e o equipamento KSV CAM 101 (KSV instruments, Finlandia) para
aquisicéo das imagens da interacao entre a goticula e a superficie interna da Cellbag e

posterior obten¢c&o do angulo de contato por andlise dptica.

4.9. Microscopia de Forgca Atbmica - MFA

As andlises de microscopia de forca atdbmica foram realizadas na Embrapa
Instrumentacéo. Para anélise de MFA, amostras do plastico de uma Cellbag nova (ndo
empregada em cultivo), de uma Cellbag apos ser utilizada em cultivo da CTM-CU e de
uma Cellbag ap6s emprego em cultivo da CTM-CU e tratada com tripsina-EDTA
0,25%, foram mantidas em dessecador, protegidas da luz, por 24 h antes da andlise
de MFA. Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente, em triplicata para cada
amostra. As amostras foram avaliadas utilizando ponta de silicio (Silicon AFM Probe -
TAP 150-G, TED Pella Inc, Califérnia, EUA) em éareas de 10 x 10 pm?, através do
Nanosurf EasyScan 2 (Nanosurf, Liestal, Suigca). As imagens obtidas foram tratadas no
software Gwyddion 2.52 (Gwyddion developers, Bruno, Republica Checa).
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4.10. Preparacédo dos microcarregadores (MCs)

4.10.1. Microcarregador CultiSpher-S°®

Foi utilizado o microcarregador macroporoso CultiSpher-S® (Percell Biolytica,
Escania, Suécia). O microcarregador CultiSpher-S® é feito a base de gelatina, o
diametro de particula varia entre 130 e 380 um e apresenta 8 x 10° particulas por
grama de massa seca (HUNT et al., 2011). A massa de microcarregador necessaria foi
hidratada em PBS (Phosphate Buffer Solution: NaCl, 8 g/L; KCI, 0,2 g/L; Na,HPO,,
1,15 g/L e K;HPO,4,0,2 g/L, pH ajustado entre 7,2 - 7,4, esterilizado através de filtragdo
em membrana PVDF com poro de 0,22 um). Os microcarregadores foram esterilizados
de acordo com as especificacdes técnicas do fabricante (Percell Biolytica, Escéania,
Suécia).

4.10.2. Microcarregador a base de Alginato e Gelatina - MAG

O Microcarregador a base de Alginato e Gelatina (MAG) foi produzido conforme
metodologia desenvolvida por Wodewotzky (2015), através da mistura de solucéo de
alginato de soédio 2% m/v (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e gelatina porcina 5% m/v
(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) em proporgao 1:1, contendo 50 mM de EDC (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA). A solugao foi mantida sob agitagdo constante durante 10 h e,
apos, pulverizada através de pistola pulverizadora em nitrogénio liquido. As
microparticulas formadas foram liofilizadas (Freezone 6 - Labconco, Missouri, EUA)
até secagem completa. Os microcarregadores com diametro entre 250 - 355 ym foram
reticulados através de solugdo contendo EDC/NHS (10:1), CaCl, 1% (Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA), dissolvidos em tampao MES (50 mM) (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA),
e mantidos a 4 °C durante 4 h (WODEWOTZKY, 2015). Apds, 0s microcarregadores
foram lavados com soro fisiolégico para entdo serem esterilizados por autoclavagem
(121°C durante 30 minutos) (Prismatec - Equipamentos, SP, BR). O MAG apresenta
poros com cerca de 54 pm e 6 x 10° particulas por grama de massa seca
(WODEWOTZKY, 2015).

4.11. Quantificacdo da densidade e viabilidade celular

As determinacdes da densidade e viabilidade celular durante a fase de preparo
do inéculo e para quantificar o nimero de células no sobrenadante dos biorreatores,
foram realizadas pelo método de exclusdo por azul de tripan (Gibco - Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA). Esse método foi empregado nos cultivos com o
microcarregador MAG para a quantificacdo de células aderidas aos
microcarregadores, devido a degradacdo do MAG pela solucdo de solubilizagcédo

utilizada no método MTT (item 4.11.1.). O método de exclusdo por azul de tripan
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consiste na contagem de células coradas e ndo coradas no hemocitémetro (camara de
Neubauer) (LO-Laboroptik, Lancing, Inglaterra). O erro obtido na concentracéo celular
€ em torno de 10% (BUTLER, 2004).

Adicionava-se a amostra o corante azul de tripan, o qual atravessava a
membrana das células ndo viaveis, deixando-as coradas. As células viaveis nao
permitiam a entrada do corante e permaneciam sem corar. A densidade de células
vidveis foi obtida pela Equacéo 4. Foram contabilizadas 6 caAmaras de Neubauer para
cada amostra. Os dados de concentracdo celular foram apresentados como média e
desvio padréo.

células Y N 1
= X X
mL > Q 10*mL

[cel.mL™] Equacéo 4

Onde: ZN: Somatério do numero de células viaveis em cada quadrante de contagem
(Q); 2Q: Somatdrio do numero de quadrantes contados; fd: fator de diluicdo da

solugdo com amostra e corante azul de tripan.
4.11.1. Quantificagcéo de células viaveis pelo método MTT

A quantificacdo de células viaveis aderidas aos microcarregadores nos cultivos
empregando microcarregador Cultispher-S® foi realizada pelo método MTT. Para
aplicar o método MTT (kit Sigma - Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) utilizou-se uma curva
de calibracao relacionando a densidade celular com a medida espectrofotométrica da
absorbéncia da solugdo. O reagente MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazdlio) foi empregado para determinar com espectrofotdmetro (Multiskan FC -
Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) a concentracdo celular viavel verificada pela
coloracao da solucéo, que passava de amarelo (MTT) para roxo (cristais de formazan),
como resultado da agao redutora da enzima mitocondrial desidrogenase sobre o MTT.
Aliquota de 500 pL da amostra lavada com PBS era destinada a analise de viabilidade
celular por MTT. Adicionava-se 50 uL de solugdo de MTT, com concentracédo final de
0,5 mg/mL, e deixava-se em incubadora a 37 °C por 4 h.

Apéds, adicionavam-se 500 pL de solucdo de 10% de Triton™ X-100 em
isopropanol (kit Sigma - Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) para solubilizar os cristais de
formazan e, entdo, agitava-se em vortex e centrifugava-se para separar o pellet
contendo microcarregadores e células. O sobrenadante da amostra e o branco
(aliquota de PBS com tratamento idéntico a amostra) foram analisados em placa de 96
pocos, em triplicata, em espectrofotdmetro. A leitura era realizada em 570 nm. Assim,
com a leitura da absorbancia da amostra e do branco, tinha-se o dado da viabilidade
celular dada em funcédo da atividade mitocondrial. Os dados de concentracdo celular
foram apresentados como média e desvio padréo.
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4.12. Procedimentos de recuperagcdo das CTM-CU aderidas aos

microcarregadores ao término dos cultivos

Para recuperacédo das células ao término dos cultivos realizados, aplicou-se a
enzima Tryple™ Express (Gibco - Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) 10
vezes concentrada (Tryple10x). Nos cultivos em frasco spinner, apds decantagéo dos
microcarregadores, o meio de cultivo foi removido do spinner e os microcarregadores
transferidos para tubos de centrifuga de 50 mL e lavados com PBS.

Nos cultivos SW . € Wied, 0 contetido da Cellbag era transferido para frasco
schott e entdo o sobrenadante removido para outro frasco schott através da passagem
do meio liquido por membrana de 100 um (para retencdo dos microcarregadores). O
volume final restante contendo os microcarregadores era transferido para tubos de
centrifuga de 50 mL e, em seguida, realizavam-se os tratamentos de lavagem com
PBS. A Figura 15 apresenta o sistema utilizado para recuperagdo das células, com
frasco schott acoplado a Cellbag.

Apb6s a lavagem com PBS, era adicionada a enzima Tryple™ Express 10x. Os
tubos contendo os microcarregadores foram mantidos sob agitacdo manual em banho-
maria a 37°C até completa digestdo dos microcarregadores. Apés, os tubos eram
centrifugados e os pellets coletados para contagem das células recuperadas e
posterior armazenamento, em nitrogénio liquido, em criotubos contendo 10° células em
1 mL de meio de congelamento.

Figura 15. Sistema utilizado para recuperagdo das CTM-CU ao término dos
cultivos no Biorreator Wave™: 1) Passagem do meio de cultivo da Cellbag contendo
0S microcarregadores para o Frasco 1; 2) Passagem do meio de cultivo do Frasco 1
para o Frasco 2 através de membrana de 100 pm, para retengcdo dos
microcarregadores no Frasco 1.

Fonte: Acervo pessoal.

47



4. MATERIAL EMETODOS

4.13. Quantificacéo de lise celular pelo método LDH

A quantificacdo de lise celular foi realizada pelo método LDH aplicado nas
aliquotas do sobrenadante das amostras. Foram adicionadas aliquotas iguais de
solucdo de acido latico, de NAD" e de cloreto de tetrazolio (kit Sigma, Sigma-Aldrich,
Missouri, EUA). O NAD"era reduzido pela LDH liberada pelas células no sobrenadante
(células nédo viaveis) a NADH. O NADH era entdo utlizado na conversao
estequiométrica do corante tetrazélio, formando um derivado de formazan vermelho.
Apds, a solucdo foi centrifugada (400 g durante 5 minutos) para sedimentacédo de
restos celulares e o sobrenadante era destinado para andlise, utilizando placa de 96
pocos, em espectrofotdmetro (Multiskan FC - Thermo Scientific, Massachusetts, EUA).
As medidas foram realizadas em triplicata, no comprimento de onda de 492 nm. Os

dados foram apresentados como média e desvio padrao.

4.14. Andlise de glicose e lactato

As andlises de glicose e lactato foram realizadas através do analisador
bioquimico YSI (YSI 7100MBS, Ohio, EUA), em aliquota obtida do sobrenadante da
amostra.

4.15. Analise de amdnia

As analises de amodnia foram realizadas no Centro de Terapia Celular -
Hemocentro de Ribeirdo Preto. Foi utilizado medidor com eletrodo de ion seletivo
(ORION 710A - Thermo Scientific, Massachusetts, EUA). Para aplicar esse método foi
feita uma curva de calibragdo com solucdo padrdo de amédnia (HX0011-00433 -
Thermo Scientific, Massachusetts, EUA).

4.16. Analise de aminoacidos

As andlises de aminoacidos foram feitas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) de acordo com metodologia proposta por Henrikson e Meredith
(HEINRIKSON; MEREDITH, 1984). Aliquotas do sobrenadante das amostras foram
destinadas para as analises de CLAE (Waters €2695 Separations Module,
Massachusetts, EUA). A preparacdo das amostras englobou os procedimentos de
filtracdo, secagem, re-hidratacéo, derivatizacdo e diluicdo em tampdao para injecdo no
cromatografo. O método utilizou fase estacionaria constituida pela coluna Pico-tag
(6OA, 4 um, 3.9 mm x 300 mm) (Waters, Massachusetts, EUA) e as fases méveis A
(acetato de sodio tri-hidratado, trietilamina, EDTA, agua Milli-Q e acetonitrila) e B
(dgua Milli-Q, EDTA e acetonitrila). Foram preparadas solu¢cdes padrdo de asparagina
(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e glutamina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) para
incorporar ao padréao Waters (WAT088122) (Waters, Massachusetts, EUA).
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4.17. Diametro médio de microcarregadores isolados ou agregados de

microcarregadores

Os diametros médios de particulas (microcarregadores isolados ou agregados
de microcarregadores) foram medidos utilizando o software Image-Pro Plus (Media
Cybernetics, Maryland, EUA), através da analise de imagens das amostras coradas
com cristal violeta 0,2% (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), utilizando microscopio
invertido modelo CK30 (Olympus, Toquio, Japao).

4.18. Andlise de diferenciacdo em adipdcitos, ostedcitos e condrécitos

As células recuperadas ao término dos cultivos foram induzidas a diferencia¢ao
em adipdcitos, condrocitos e ostedcitos. O processo de diferenciacdo compreende trés
etapas: adesdo, inducdo e diferenciacdo. Tal processo consiste em suplementar o

meio de cultivo com indutores especificos para cada tipo de diferenciacéo.

Para diferenciagdo em adipocitos, foi utilizado o kit StemPro® Adipogenesis
Differentiation Kit (Gibco, Massachusetts, EUA) e a coloragéo realizada com aplicagao
de Sudan Il (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) durante 30 minutos. Na diferenciacdo em
ostedcitos, empregou-se o kit StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit (Gibco,
Massachusetts, EUA) e a coloracao realizada com aplicacdo de nitrato de prata 5%
(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) durante 30 minutos, protegido da luz. Na diferenciagao
em condrécitos, foi utilizado o kit StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit (Gibco,
Massachusetts, EUA) e a coloragao realizada com aplicagéo de 1% de azul de alciano
(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) durante 1 h.

Para adipécitos e ostedcitos as células foram inoculadas em placa de 24 pogos
com superficie tratada (TPP, Trasadingen, Suica), com 4 x 10* células por poco, em
meio contendo 10% v/v de SFB. Apo6s 24 h, 50% do meio de cada poco foi trocado por
meio suplementado com indutor de diferenciagdo. Para condrécitos foi utilizada placa
de 24 pocos com superficie ndo tratada (Corning, NY, EUA). De uma solucdo
contendo 1 x 10° cel/mL, foram inoculadas entre 3-4 gotas de 10 pL por poco, e
mantidas em incubadora durante 45 min. Apds, foi adicionado meio contendo indutor
de diferenciacdo em condrdcitos. As placas de pocos foram mantidas em incubadora,
a 37°C e 5% de CO,, durante 14 dias para adipécitos e condrécitos e durante 21 dias
para ostedcitos, realizando trocas de 50% do meio a cada 3 dias.

4.19. Andlise de Imunofenotipagem

As andlises de imunofenotipagem foram realizadas no Centro de Terapia
Celular - Hemocentro de Ribeirdo Preto. As células recuperadas ao término dos
cultivos foram armazenadas em criotubos e, posteriormente, descongeladas e

cultivadas em frasco de cultura para se obter aliquotas de 200 yL com minimo de
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2,5x10° células suspensas em PBS. Foi realizada a imunomarcacdo com oS
seguintes anticorpos monoclonais, durante 20 minutos a temperatura ambiente e em
auséncia de luz: HLA-DR; CD14; CD29; CD31; CD34; CD44; CD45; CD73; CD90 e
CD105. Ap6s o periodo de incubacdo, as células foram lavadas duas vezes e
ressuspendidas em PBS para andlise no citbmetro de fluxo FACScalibur™
flowcytometer (Becton Dickinson, Nova Jersey, EUA). Foram avaliados 10* eventos
para cada andlise utilizando o software CELLQuest™ (Becton Dickinson, Nova Jersey,
EUA).

4.20. Andlise de padrdoes de expressao génica global por ensaios do tipo

microarrays

A analise de padrbes de expressdo génica global foi conduzida no Instituto
Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein. As CTM-CU coletadas ao término dos
cultivos no Biorreator Wave™ e em frasco spinner, com 0s microcarregadores
CultiSpherS® e MAG, foram destinadas para anélise de padrdes de expressdo génica
global obtidos por ensaios do tipo microarrays (micro-arranjos de DNA). Os
microarrays sao slides que contém sondas, nos quais cada sonda se relaciona a um
gene especifico. Quanto maior a expressao de um dado gene, maior serd o numero de
ligagcbes na sonda relacionada a esse gene e, consequentemente, maior a expressao
lida.

A extracdo do RNA total foi realizada utilizando o RNeasy (Qiagen, Limburgo,
Paises Baixos), conforme instru¢cdes do fabricante. Foram utilizados microarrays
SurePrint 8x60K Kit (Agilent, Califérnia, EUA). O procedimento englobou as etapas de
marcacgdo, hibridagdo e lavagens (Low Input Quick Amp Labeling Kit One-Color,
Agilent, Califérnia, EUA). Os slides foram escaneados pelo equipamento SureScan
(Agilent, Califérnia, EUA). A avaliagdo da qualidade dos experimentos e a identificacéo
dos genes expressos foram realizados pelo software Feature Extraction (Agilent,
Califérnia, EUA). A andlise da expresséao diferencial dos genes foi realizada com o
software GeneSpring (Agilent, Califérnia, EUA).

A variacdo na expressao génica de um dado gene ‘G’ (FC - fold change) foi
fornecida pela Equacgéo 5. Para facilitar a visualizacdo dos resultados, os dados de
expressao génica também foram apresentados em log,(As/Cs), onde, quando nao
houve diferenca na expressdo de um determinado gene entre o tratamento e o
controle, a expressao génica foi nula. Genes com regulacdo positiva (Ac > Cg,
upregulated) possuem sinal positivo e genes com regulacdo negativa (A < Cg,
downregulated) possuem sinal negativo.
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A8, > A/Con

FC=
- — 0(A; /Cs(1
/ e

Onde: As: Intensidade de expressdao de um gene “G” para a amostra (amostra

Equacéo 5

tratamento); Cg: Intensidade de expressdo de um gene “G” para o controle (amostra
de referéncia).

4.21. Andlise da concentracdo e distribuicdo de tamanhos de vesiculas
extracelulares no meio condicionado derivado da CTM-CU

Aliquotas do meio condicionado obtido ao término dos cultivos da CTM-CU no
Biorreator Wave™ e frasco spinner foram destinadas para anélise da concentragéo e
distribuicdo de tamanhos de vesiculas extracelulares no NanoSight NS300
(NanoSight, Salisbury, Reino Unido), com 3 capturas de 30 s. As analises no
NanoSight foram conduzidas no Instituto de Fisica de S&o Carlos - IFSC.

A separacdo das vesiculas extracelulares foi realizada por centrifugacdo
diferencial: 2.600 g por 30 min a 10°C, para remoc¢ao de células mortas e corpos
apoptoticos, seguido por 14.000 g por 45 min a 10°C para formacéo do pellet de
vesiculas extracelulares (CHA et al., 2018). O pellet foi ressuspenso em PBS filtrado
em membrana 0,20 um (Millipore, Massachusetts, EUA).

Conforme apresentado em metodologia proposta por Cha et al. (2018) e
Gyorgy et al. (2012), visando garantir que as particulas analisadas no NanoSight ndo
incluissem possiveis agregados de proteinas, parte do pellet foi ressuspenso em PBS
com 3% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) para digestéo das particulas
envoltas por camada lipidica (vesiculas extracelulares) (CHA et al., 2018; GYORGY et
al., 2012).

A concentracdo de vesiculas extracelulares foi obtida pela diferenca da leitura
obtida da amostra descontando a leitura obtida com a amostra solubilizada em
PBS+3%Triton X-100. De cada amostra foi igualmente descontado o numero de
vesiculas quantificadas no meio de cultivo contendo 10% v/v SFB, apdés 0 mesmo
tratamento de centrifugacao diferencial aplicado as amostras.
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4.22. Equacionamentos

O crescimento dos cultivos foi expresso pelo fator de expanséo celular (FE),
apresentado pela Equacéo 6.

FE = Nﬁ Equacéo 6

Onde: N: numero méaximo de células aderidas aos microcarregadores; N numero
inicial de células aderidas aos microcarregadores.

A velocidade especifica maxima de crescimento celular (Unax) foi calculada
utilizando a Equacgé&o 7. Comumente, as CTMs em cultivo in vitro podem apresentar
Umax €Ntre 0,020-0,037 h™* (SCHIRMAIER et al., 2014; SCHOP, 2010). A velocidade
especifica de crescimento celular é constante e maxima (Uns) durante a fase de
crescimento exponencial.

M= gy = |n(l) xt [h™] Equag&o 7
NtO

O tempo que o cultivo leva para dobrar o nimero de células é denominado

tempo de duplicacéo (ty), fornecido pela Equagéao 8.

_In2
/umax

ty [h] Equacéo 8

A relacdo metabdlica aparente entre consumo de glicose e producao de lactato,

durante a fase de crescimento, foi determinada pela Equacéo 9. O consumo especifico
médio de glicose (qg) foi determinado pela Equagé@o 10 e a producdo especifica

média de lactato (q,. ) através da Equagéo 11.

=— = MOle.MOly ™t Equacéo 9
oo Agle gl —glcy, [mOlec- MOl duag
1 Aglc 1 3
Ugic "o At [pmolgc.cel™.h™] Equagcéo 10
viavels
Oiac = X L X A;lc [pmol.c.cel*.h™] Equagdo 11

Onde: Xuiaeis: concentracdo média de células viaveis para o At considerado; Aglc:
variagdo da concentracdo de glicose para o At considerado; Alac: variagédo da

concentracéo de lactato para o At considerado.
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A produtividade celular (Pcewar) dos cultivos foi obtida através da Equacgéo 12,
considerando o intervalo de tempo necessario para obter o nUmero maximo de células.

o X X

celular — t t

méximo

cial L N
e [x 10" cel.L™.d"] Equacéo 12
Xxmaximo  “Xinicial

Onde: Xnaimo: CONcentracdo maxima de células aderidas aos microcarregadores;

Xinicial: CONcentracao inicial de células aderidas aos microcarregadores.

4.23. Andlise estatistica

Os dados de concentragao celular, Yiacgc, dgc € Jiac fOram apresentados como
média e desvio padréo. Foi empregado o teste de Mann-Whitney para analise
estatistica dos dados de expanséo celular entre 0s cultivos SW . € Wi O teste de
Mann-W hitney também foi utilizado para analise estatistica do angulo de contato e da
rugosidade do filme interno da Cellbag. Foi considerada diferenca estatistica para

valor de p < 0,05.

Para analise estatistica da distribuicdo de didmetros de particulas
(microcarregadores isolados ou agregados de microcarregadores) entre os cultivos, foi
aplicado o teste de Kruskal-Wallis, com minimo de 80 amostras por grupo (cultivo). Foi

considerada diferenca estatistica para valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

A secdo de Resultados sera iniciada pela descricdo dos problemas
operacionais que ocorrem durante o cultivo da CTM-CU no Biorreator Wave™ com a
Cellbag em posicdo normal de operacdo - Wave,oma (5.1.). Em seguida, sera
apresentado o coeficiente de transferéncia de oxigénio dissolvido para a Cellbag
operada dentro do suporte (5.2.). A analise do filme interno da Cellbag, antes e apds o
cultivo da CTM-CU, sera apresentada no item 5.3. Os cultivos controle em spinner
serdo descritos no item 5.4. Os cultivos no Biorreator Wave ™ serdo descritos nos itens
5.5. (Spinner-Waven.s) € 5.6. (Waven.,s). As analises de diferenciacdo celular,
imunofenotipagem e expressdo génica serdo apresentadas no item 5.7. e, no item

5.8., a analise de vesiculas extracelulares obtidas nos cultivos da CTM-CU.

5.1. Caracterizacdo dos problemas operacionais identificados no
Biorreator Wave™ durante o cultivo da CTM-CU

O depdsito de microcarregadores no plastico da Cellbag foi o principal
problema enfrentado na utilizac&o do Biorreator Wave™ para cultivo de CTM. Com a
perda dos microcarregadores aderidos ao plastico, o0 desempenho do cultivo é afetado
negativamente. A deposi¢cao de particulas na Cellbag também € descrita em estudo
sobre expans&o de iPSC no Biorreator Wave™, no qual é relatado o depdsito de
agregados de células nas superficies extremas da Cellbag (ESPINHA, 2014).

Esse problema acontece devido a movimentagdo dos microcarregadores
durante a agitacdo, sendo impulsionados para as superficies extremas da Cellbag pelo
balango unidirecional da plataforma, formando depdsitos ‘tipo duna’ (JOSSEN et al.,
2016). Tal problema tende a se agravar no decorrer do cultivo devido a presenca de
maior quantidade de matriz extracelular, aumentando a tendéncia de os
microcarregadores ficarem retidos no plastico pela presenca de componentes
adesivos como a fibronectina, que atua na adeséo e agregacao das células (TSAI et
al., 2017).
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Quando ocorre a deposicao de microcarregadores no plastico, ndo se verifica
crescimento celular significativo, conforme mostrado na Figura 16. Nessa figura, foram
fornecidos dados de pH apenas para evidenciar que ndo foi atingido nivel de pH
nocivo para a célula. A Figura 17 evidencia que, apesar da adeséo inicial das células
aos microcarregadores (Figura 17 A), com a perda de microcarregadores no plastico
da Cellbag, a grande maioria dos microcarregadores encontra-se com pouca ou

nenhuma célula ao término do cultivo (Figura 17 B).

Assim, a solucdo encontrada para reduzir o depésito de microcarregadores nas
superficies extremas, ocasionado pelo movimento unidirecional da plataforma,
consistiu em colocar a Cellbag em um suporte para que adotasse um formato que nao
permitisse a deposi¢cdo dos microcarregadores juntamente com as CTM aderidas, tal
como foi descrito no item 4.5. (Material e Métodos). Nesse sistema, ndo ocorre a
formacéao de depdsitos “tipo duna”.

Além do deposito tipo duna, foram verificados na Cellbag depositos de uma
camada de microcarregadores nas superficies laterais (regido de borda liquido-gés).
Esse problema tende a ser intensificado quanto maior a agitacdo empregada, sendo
maior o impulso para o microcarregador ser direcionado ao plastico e ficar retido, ndo
retornando ao liquido. Assim como ocorre com o depodsito “tipo duna”, o depdsito na
superficie lateral da Cellbag também tende a agravar-se no decorrer do cultivo, devido
a maior presenca de matriz extracelular.

A representacdo do movimento da plataforma do biorreator com movimento
ondulatério, entre as posi¢cdes -1 e +1, é mostrada na Figura 18 A. Nas Figuras 18 B,
C, D e E, sao apresentadas as regides de depdsito de microcarregadores na Cellbag,
0S quais ocorrem ao longo do cultivo, sendo mais intensos quanto mais matriz
extracelular é produzida pelas células. Os depésitos tipo duna sdo formados na
superficie inferior das extremidades da Cellbag, indicados pelos retangulos em preto.
Ja os depositos nas paredes da Cellbag ocorrem ao longo da superficie lateral (na
regido de borda do liquido), abrangendo a &rea apresentada pelos retangulos em
tracejado azul.
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Figura 16. Comportamento do cultivo da CTM-CU com microcarregador
CultiSpher-S® no Biorreator Wave™ sem modificacéo do formato da Cellbag. Cultivo
com meio de cultivo a-MEM sem fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina,
antibiético (1% viv) e SFB (10% v/v). Concentracdo de CultiSpher-S® de 4,2 e 0,8
gMC/L nas fases de adesao e expansao, respectivamente, com relacdo célula/MC de
30. Volume de trabalho de 100 mL na adesé@o e de 500 mL no inicio da fase de

expansao.
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Figura 17. Imagens dos microcarregadores obtidas por microscopia 6tica apos
aplicagdo do meétodo MTT, evidenciando a presenca das CTM-CU aderidas aos
microcarregadores (regifes escuras sobre os microcarregadores), em cultivo com a
Cellbag em posi¢do normal de operagdo com (A) 24 h e (B) 168 h. Magnificagao: 100x.
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Figura 18. (A) Representagdo do movimento da plataforma do biorreator com
movimento ondulatério, com a Cellbag em posicédo normal de operagao. Movimento no
sentido horario (posi¢cao -1 para +1), levando a deposicao de particulas na posicéo +1.
Movimento no sentido anti-horario (posicdo +1 para -1), levando a deposicdo de
particulas na posi¢do -1. (B) Locais propensos a adesédo dos microcarregadores, ao
longo do cultivo da CTM-CU, indicados pelos retangulos em preto (deposito tipo duna)
e em tracejado azul (depo6sito na superficie lateral - regido de borda do liquido). (C e
D) Deposito tipo duna de microcarregadores nas superficies inferiores extremas da
Cellbag, observado em cultivo com volume de 450 mL e agitagdo de 12 rpm/6°. (E)

Depdsito na superficie lateral observado em cultivo com volume de 470 mL e agitacdo
de 14 rpm/8°.
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5.2. Coeficiente de transferéncia de oxigénio dissolvido — Poténcia
Dissipada

O coeficiente de transferéncia de oxigénio dissolvido obtido para a Cellbag no
novo formato de operacao e com as condi¢cdes empregadas nos cultivos no Biorreator
Wave™, foi de 0,66+0,01 h™ (Figura 19). S&o reportados valores de 0,5 - 24,1 h™ para
biorreator com movimento de ondas (EIBL; EIBL, 2009). Para o modelo BioWave de
1L com 30 rpm/6° e 0,25 wm, o ka é de 4 h' (EIBL; WERNER; EIBL, 2009). Em
Biorreator Wave™ de 2 L operando com 1 L, 20 rpm e 0,05 wm, o k.a obtido é
préoximo & 3 h™ (SINGH, 1999). O modelo de biorreator de ondas BIOSTAT® CultiBag
RM 2 L com agitacdo de 8 rpm/6° e 0,1 vwm, fornece k.a de 0,5 h (AL-RUBEAI,
2015). Para frasco spinner, os valores de k.a s&o da ordem de 0,1 - 4 h™ (PORTNER,
2015).

As CTMs apresentam baixa demanda de oxigénio, com consumo entre 0,012 -
8,1 x 10" molO,.cel*.h™* (RAFIQ et al., 2013; ZHAO et al., 2005). Em biorreator de
tanque agitado, essa demanda pode ser alcangada por aeragdo superficial, operando
na velocidade minima para suspensdo de particulas, sem provocar inibicdo do
crescimento (NIENOW et al., 2016). Medi¢cbes de oxigénio dissolvido ao longo dos
cultivos SW,,.4 forneceram leituras em torno de 85% de saturacdo com ar.

Figura 19. Curvas de concentrac&o de oxigénio dissolvido no meio de cultivo da
Cellbag, operando com o novo formato, para determinacdo do ka pelo método
dindmico. Condicdes de operacdo: 0,067 vvm, 24rpm/4° e aera¢cdo com ar.
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Com relagdo ao regime de agitacdo e poténcia especifica, devido a operacédo
da Cellbag com o formato modificado, a aplicacdo das relagcdes apresentadas nas
Figuras 6 e 8 ndo é vélida. Contudo, pode-se inferir que a poténcia especifica, para
600 mL de volume de trabalho (60% do volume de operacao) e 33 rpm/2° (velocidade
maxima aplicada durante os cultivos realizados neste trabalho), ndo excede o valor
méximo aceitavel para cultivo de células animais, ja que com o novo formato da
Cellbag, o movimento de onda ndo é completamente desenvolvido e, assim, nado
ocorrem as zonas de maior dissipacdo de energia nas regides extremas da Cellbag

(EIBL; EIBL, 2009).

5.3. Andlise da superficie interna da Cellbag: Angulo de contato e

Microscopia de Forga Atdmica

De acordo com especificacdo técnica da empresa General Electric HealthCare,
a superficie interna da Cellbag é constituida de EVA/LDPE, formando um filme
hidrofébico (GE HEALTHC ARE BIO-SCIENCES, 2014). As analises da interagéo entre
goticula dos trés liquidos testados e uma Cellbag nao utilizada em cultivo comprovou o
carater hidrofobico da superficie interna da Cellbag, a qual apresentou angulo de
contato de 75,65 + 4,37° (4gua ultrapura - H,0), 82,12 + 4,96° (meio de cultivo- M) e
79,44 + 3,47° (meio condicionado - MC). J4 a Cellbag ap6s cultivo da CTM-CU
apresentou angulos de contato de 12,50 + 4,43° (agua ultrapura), 12,60 + 5,40° (meio
de cultivo) e 15,50 + 2,82° (meio condicionado) na regido central e de 8,0 £ 3,30°
(dgua ultrapura), 17,79 = 9,83° (meio de cultivo) e 13,13 * 4,47° (meio condicionado)
na superficie lateral da Cellbag (regido de borda liquido-gés) (Figura 20).

Estes resultados indicam que, independente da tens&o superficial do liquido
utilizado para a andlise, durante o cultivo o filme interno torna-se mais hidrofilico
(reducéo do angulo de contato), inclusive na regido de borda, facilitando a deposicéo
de microcarregadores no plastico devido ao aumento da molhabilidade, conforme
observado pelo espalhamento das goticulas apresentado na Figura 21. A andlise da
superficie interna da Cellbag, através da técnica de microscopia de forca atbmica,
mostrou que a Cellbag antes do uso apresentou rugosidade de 371,5 + 14,8 nm,
enguanto que a Cellbag ap6s o cultivo da CTM-CU apresentou rugosidade de 145,4 +
11,1 nm.

A presenca de depressdes na superficie da Cellbag antes do uso (Figuras 22
A, B, C e D) pode ter possibilitado a deposicdo de compostos presentes no meio de
cultivo, gerando regibes mais planas (com menor rugosidade) no decorrer do cultivo
da CTM-CU (Figuras 22 E, F, G e H).
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Figura 20. Teste de molhabilidade para Cellbag antes do uso e Cellbag apés
cultivo da CTM-CU, com amostras retiradas da regido central e regido de borda do
liquido (regido lateral). Foi observada diferenga estatistica entre a Cellbag antes do
uso e a Cellbag ap6s cultivo da CTM-CU (p < 0,05). Nao foi observada diferenca
estatistica entre a regido central e a regido de borda do liquido (p > 0,05). Legenda:
H,O: Agua ultrapura; M: Meio de cultivo com 10% v/iv SFB e MC: Meio Condicionado
obtido no cultivo da CTM-CU.
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A reducdo do angulo de contato do filme interno (aumento da molhabilidade)
pode estar relacionada com a adsor¢ao, nas reentrancias da Cellbag, de proteinas e
de outros compostos provenientes do meio de cultivo e também liberados pelas CTM-
CU durante o cultivo (CHAPMAN et al., 2001; LU et al., 2018; XU; SIEDLECKI, 2007).
No caso de adsorcdo de proteinas, por exemplo, regibes contendo aminoacidos
hidrofébicos (como alanina e prolina) podem ter interagido com a superficie do filme da
Cellbag e regides contendo aminoacidos polares (como asparagina e glutamina)
ficaram orientadas para o exterior, reduzindo o carater hidrofébico do filme interno. A
mesma légica pode ser empregada no caso da adsorcdo de lipideos, com a regido
hidrofilica da molécula orientada para o exterior.

Para averiguar a hipotese apresentada acima (se ocorreu deposicédo de
compostos, como proteinas no filme interno da Cellbag), amostras da Cellbag utilizada
em cultivo da CTM-CU foram mantidas imersas em tripsina-EDTA 0,25% durante 30
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minutos. A tripsina € uma protease que atua na quebra de cadeias contendo arginina
ou lisina (OLSEN; ONG; MANN, 2004).

A andlise de MFA de amostras da Cellbag utilizada em cultivo da CTM-CU,
apoés tratamento com tripsina-EDTA 0,25%, apresentaram aumento da rugosidade
para 391.5 £ 68,1 nm (Figura 23). Valor semelhante ao obtido na analise da superficie
interna de uma Cellbag ndo utilizada em cultivo. A analise da interacdo entre goticula
de agua ultrapura e a superficie interna da Cellbag, apés o tratamento com tripsina-
EDTA 0,25%, mostrou reducado do nivel de hidrofilicidade da superficie interna, a qual
apresentou aumento do angulo de contato para 40,95 + 14,76° (Figura 21 D e H).

Esses dados confirmam a hipétese de deposicao de proteinas no filme interno
da Cellbag. Apesar do aumento da rugosidade do filme interno apés acédo da tripsina,
o filme recuperou apenas parcialmente o carater hidrofébico. Esses resultados
sugerem que permaneceram regides do filme contendo compostos ndo removidos
pela tripsina, como proteinas ndo suscetiveis a acado da tripsina e lipideos.

Figura 21. Imagens da interacdo entre goticula de agua ultrapura, logo apos
liberacdo, com a superficie interna da Cellbag para: (A) Cellbag antes do uso e (B)
regido central, (C) regido de borda e (D) regido central apds tratamento com tripsina-
EDTA 0,25%, para Cellbag apds cultivo da CTM-CU. Imagens apos estabilizac&do da
goticula para: (E) Cellbag antes do uso e (F) regido central, (G) regido de borda e (H)
regido central apés tratamento com tripsina-EDTA 0,25%, para Cellbag apds cultivo da
CTM-CU.
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5. RESULTADOS

Figura 22. Imagens da superficie interna da Cellbag obtidas por microscopia de forca atdbmica: vista topografica em 2D (A e C) e vista

em relevo (B e D) da Cellbag antes do uso; vista topografica em 2D (E e G) e vista em relevo (F e H) da Cellbag apds cultivo da CTM-CU.
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Figura 23. Imagens da superficie interna da Cellbag, apés cultivo da CTM-CU e
tratamento com tripsina-EDTA 0,25%, obtidas por microscopia de forga atbmica: vista
topografica em 2D (A e C) e vista em relevo (B e D). Foi observada diferenca
estatistica entre a rugosidade da Cellbag apés cultivo da CTM-CU e as rugosidades da
Cellbag antes do uso (p = 0,05) e apos tratamento com tripsina-EDTA (p = 0,05). Nao
foi observada diferenca estatistica entre a rugosidade da Cellbag antes do uso e apés
tratamento com tripsina-EDTA (p > 0,05).
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O aumento da molhabilidade do filime interno da Cellbag promove a interacéo
entre particulas, como os microcarregadores ou agregados de células, e a Cellbag, o
gue facilita a deposicdo dos mesmos. Para aperfeicoar o funcionamento dos
biorreatores com movimento ondulatério no cultivo de células ancoradas em
microcarregadores ou agregados celulares com producdo de matriz extracelular,
devem ser desenvolvidos novos materiais para o fiime interno dos dispositivos

descartaveis (Cellbags), visando a manutencdo da hidrofobicidade (baixa
molhabilidade) durante o cultivo.
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5.4. Cultivos controle da CTM-CU em frasco Spinner - Cultivos Slcs,
S2c¢s, Slvac € S2uac

Adeséao e expansao em frasco Spinner

Para analisar o potencial de expansdo da CTM-CU foram realizados cultivos
em frasco spinner, empregando microcarregador Cultispher-S® e MAG, em condi¢des
semelhantes as empregadas nos cultivos realizados no Biorreator Wave™. A escolha
pelo spinner se baseou no fato do cultivo das CTMs nesse biorreator envolver uma
metodologia bem conhecida, em escala de bancada e laboratorial, por seus bons
resultados em termos de fator de expanséo e de viabilidade celular. Convém lembrar
gue o frasco spinner tradicional ndo permite o controle do processo de cultivo com o
rigor que demandam os 6rgdos reguladores. Por essa razdo, seu uso em escala
clinica e industrial é muito limitado, sendo normalmente substituido pelo biorreator de
tanque agitado.

Cultivos S1..e S2.

A evolucdo dos cultivos Slcs e S2¢s esta apresentada nas Figuras 24 e 25,
respectivamente. Nos cultivos Slcse S2¢s, obteve-se, respectivamente, 73,5 e 83,3%
de adeséo das células inoculadas aos microcarregadores com 24 h. No Slcs, durante
0 periodo de adeséao, o pH manteve-se na faixa ideal, entre 6,8 - 7,4. JA no S2¢s, com
3,5 h, o pH apresentou elevagéo para 7,57, sendo reduzido para 7,39 com 6 h. Nao
houve esgotamento dos principais nutrientes e as concentracdes de lactato (Slcs:
6,54 mM e S2¢s: 6,02 mM, com 168 h) e amobnia (Slcs: 1,57 mM com 168 h; S2cs:
1,24 mM com 144 h) ndo atingiram niveis inibitérios para o crescimento da CTM-CU
(SCHOP et al., 2009).

Durante a fase de crescimento exponencial, a relagdo de consumo de glicose e
producéo de lactato, Ya/qc, apresentou valor de 1,67+0,19 (Slcs) e 1,65+0,26 (S2cs)
(molc/molgc). O consume especifico médio de glicose foi de 0,24+0,18 (Slcs) e
0,25+0,19 (S2cs) (pmolyc.cel™.h™?) e a producdo especifica média de lactato foi de
0,42+0,33 (Slcs) € 0,39+0,42 (S2cs) (pmolc.cel™.h™). Esses resultados sugerem que as
CTM-CU utilizaram a rota de fosforilagdo oxidativa para consumo de glicose, devido a
relacdo de consumo de glicose e produgdo de lactato ter sido inferior ao valor de
2,0 moli,c/moly. (SCHOP et al., 2010).
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Figura 24. Cultivo Slcs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem

fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibidtico (1% v/v) e SFB

(10% v/v). Concentracdo de CultiSpher-S® de 0,7 gMC/L nas fases de adesdo e

expansao, com relacdo célula/MC de 30. Volume de trabalho de 200 mL. Troca de

25% do meio de cultivo com 144 h. Dados de pH; niveis de glicose, glutamina,

arginina, lactato e aménia presentes no meio de cultivo; nimero de CTM-CU aderidas

aos microcarregadores.
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Figura 25. Cultivo S2cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem
fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibidtico (1% v/v) e SFB
(10% v/v). Concentracdo de CultiSpher-S® de 0,7 gMC/L nas fases de adesdo e
expansao, com relacao célula/MC de 30. Volume de trabalho de 200 mL. Troca de
25% do meio de cultivo com 144 h. Dados de pH; niveis de glicose, glutamina,
arginina, lactato e aménia presentes no meio de cultivo; nimero de CTM-CU aderidas
aos microcarregadores.
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Os cultivos Slcs e S2cs apresentaram fatores de expanséo celular
semelhantes. O fator de expansdo obtido, com base nas células aderidas aos
microcarregadores com 24 h, foi de 55,9 (S1lcs; com 144 h) e 53,5 (S2¢s; com 144 h).
Considerando o total de células inoculadas, o fator de expanséo foi de 41,1 (Slcs) e
44,6 (S2cs).

De acordo com a curva do numero total de células aderidas aos
microcarregadores, a velocidade especifica maxima de crescimento foi de 0,041 h™* (R?
=0,983), entre 48 e 120 h, para 0 Slcs e de 0,053 h™ (R? = 0,983), também entre 48 e
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120 h, para 0 S2¢s. No Slcs, a produtividade celular do cultivo foi de 13,4 x 10 cel.l’
'.d* e no S2cs, foi de 18,3 x 10’ cel.L*.d™. O LDH maximo liberado no meio de cultivo
(normalizado com relagcdo ao LDH inicial) foi de 1,22+0,02 (Slcs; com 120 h) e
1,21+0,01 (S2cs; com 144 h).

As Figuras 26 e 27 mostram a distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores e a variagcao do didmetro médio de particulas ao longo dos cultivos
Slcs e S2¢s, respectivamente. No Slcs, com 72 h, verificou-se a formacgéo de
agregados de microcarregadores, e o maior diametro observado foi de 0,654 mm,
obtido em 168 h. Nesse cultivo, o diametro médio maximo observado foi de
0,337+0,129 mm ao término do cultivo. No S2cs, com 48 h, foi observada a formagéo
de agregados de microcarregadores, e o maior diametro observado foi de 0,611 mm,
obtido em 144 h. O didmetro médio maximo observado no S2.s foi de
0,292+0,094 mm, também ao término do cultivo.

Figura 26. Cultivo Slcs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.
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Figura 27. Cultivo S2cs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.
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Cultivos SlM/_\G e SZMAG

Os cultivos Slyanc © S2uac apresentaram adesdo de 100% das células
inoculadas aos microcarregadores, com 24 h. Os comportamentos dos cultivos Slyac

e S2uac estdo apresentados nas Figuras 28 e 29, respectivamente.

Em ambos os cultivos o pH manteve-se na faixa ideal, entre 6,8 - 7,4.
Conforme analisado nas Figuras 28 e 29, ndo houve esgotamento dos principais
nutrientes e as concentragdes de lactato (Slyac € S2uac: 6,81 mM, com 264 h) e
amonia (Slyac: 1,85 mM com 264 h e S2yas: 1,85 mM com 216 h) ndo atingiram
niveis inibitérios para o crescimento da CTM-CU (SCHOP et al., 2009).
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Figura 28. Cultivo S1yac: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem

fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibidtico (1% v/v) e SFB

(10% v/v). Concentragcédo de MAG de 2,5 gMC/L nas fases de adeséo e expansao, com
relacdo célula/MC de 7. Volume de trabalho de 150 mL. Troca de 25% do meio de

cultivo com 168 e 216 h. Dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e

amonia presentes no meio de cultivo;

microcarregadores e viabilidade das CTM-CU.
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Figura 29. Cultivo S2yac: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem

fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibidtico (1% v/v) e SFB

(10% v/v). Concentragcdo de MAG de 2,5 gMC/L nas fases de adeséo e expansdo, com
relacdo célula/MC de 7. Volume de trabalho de 150 mL. Troca de 25% do meio de

cultivo com 168 e 216 h. Dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e

amonia presentes no meio de cultivo;

microcarregadores e viabilidade das CTM-CU.
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Durante a fase de crescimento, a relagc&o de producéo de lactato e consumo de
glicose, Yicqe, apresentou valor de 1,71+0,12 (Sluac) € 1,98+0,67 (S2mac)
(mol,c/moly.). O consumo especifico médio de glicose foi de 0,20+0,04 (Sluac) €
0,13+0,03 (S2uac) (pmolge.cel™.h™) e a produgdo especifica média de lactato foi de
0,3420,06 (Slwac) € 0,30+0,12 (S2wac) (pmolic.cel’.n™). Esses resultados sugerem
consumo de glicose primariamente através da rota de fosforilacdo oxidativa para o
Sluac. Ja para 0 S2yac, devido a maior relagdo Yiseqe, as CTM-CU poderiam estar
alternando o consumo de glicose entre as rotas de fosforilacdo oxidativa e de glicdlise
anaerébica (SCHOP et al., 2010).

Os cultivos Slyac € S2uac apresentaram viabilidade das CTM-CU recuperadas
de 71,4 e 81,6% com 24 h, respectivamente. A viabilidade se manteve acima de 91%,
a partir de 96 h, para 0 S1lyac € acima de 90%, a partir de 120 h, para 0 S2yac. O fator
de expanséo celular obtido foi de 47,9 (S1yac; cOm 264 h) e 51,8 (S2uac; com 240 h).

De acordo com a curva do numero total de células aderidas aos
microcarregadores, a velocidade especifica de crescimento foi de 0,023 h* (R* =
0,999), entre 96 e 168 h, para 0 Slyas € de 0,026 h™ (R*= 0,961), também entre 96 e
168 h, para 0 S2ysc. A produtividade celular dos cultivos foi de 5,1 e 6,1 x 10" cel.L™ .d
Y para 0 Slyac € S2wac, respectivamente. O LDH maximo liberado no meio de cultivo
(normalizado com relacdo ao LDH inicial) foi de 1,57+0,02 (S1lyas; com 168 h) e
1,52+0,02 (S2uac; com 168 h), valores superiores aos registrados nos cultivos em
spinner com o microcarregador CultiSpher-S®

As Figuras 30 e 31 mostram a distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores e a variagdo do didmetro meédio de particulas ao longo dos cultivos
Sluac € S2wac, respectivamente. Os microcarregadores MAG apresentaram maior
dispersdo de didmetro de microcarregadores, quando comparado aos
microcarregadores Cultispher-S®. Também foram obtidos didmetros médios de
agregados superiores aos cultivos Slcse S2¢s. No cultivo S1lyas, 0 maior didmetro de
particula observado foi de 1,438 mm, obtido em 264 h. O didmetro médio maximo
observado foi de 0,670+0,249 mm, com 240 h de operacdo. No cultivo S2yas, 0 maior
didmetro de particula foi de 1,614 mm, obtido em 240 h. O didametro médio maximo
observado foi de 0,748+£0,348 mm, com 240h. Esses resultados indicam que pode ter
ocorrido limitagdo do cultivo relativo a transferéncia de massa nas particulas com
didmetro acima de 0,300 mm (didmetro de particula limite para ndo haver restricdes na
transferéncia de massa) (KINNEY; SARGENT; MCDEVITT, 2011; SEN; KALLOS;
BEHIE, 2001).
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5. RESULTADOS

Figura 30. Cultivo Slyac: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de

microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.
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Figura 31. Cultivo S2yac: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de

microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.
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5. RESULTADOS

5.5. Cultivos da CTM-CU com fase de adesédo em frasco Spinner e fase
de expansdo no Biorreator Wave™ - Cultivos SWmodlcs, SWmod2cs,
SWhod3cs € SWmod4cs

Andlise da fase de adesao em frasco spinner e fase de expansao no

Biorreator Wave™

Para analisar a fase de expansdo das CTM-CU no Biorreator Wave™
eliminando a variavel relacionada a fase de adeséo célula-microcarregador, foram
realizados quatro cultivos com fase de adesdo em frasco spinner de 0,5 L, operando
com 0,2 L, com microcarregador CultiSpher-S® na concentracdo de 2,1 gMCI/L, e
posterior transferéncia para a Cellbag ap6s 24 h de cultura, operando com 0,7 gMC/L.
No cultivo SW.44cs foi avaliada a utilizagdo do suplemento Pluronic F-68 (Gibco,

Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), a fim de promover protecéo celular.
Cultivo SWioalcs

A Figura 32 apresenta o comportamento do cultivo da CTM-CU durante o
SWhodlcs:. O SWieilcs apresentou 86,3% de adesdo das células aos

microcarregadores, segundo o dado de células aderidas obtido pelo método MTT.

Neste cultivo foi realizado estudo para averiguar a melhor condicéo de agitacéo
da plataforma, com o formato da Cellbag modificado. Aplicando 30 rpm e 4° mantidos
por 2 h, em cultivo com 48 h de operacdo, verificou-se aumento do ndmero de
microcarregadores sendo depositados no plastico sem retornar para o liquido. Com
27 rpm e 4° verificou-se pequena adesdo de microcarregadores nas bordas da
Cellbag, entre 48 e 72 h. Mantida essa agitacdo, ocorreu adesdo consideravel dos
microcarregadores na regido de borda liquido-gas entre 72 e 96 h, o que pode ter
provocado estagnacdo do crescimento. Assim, definiu-se 24 rpm como agitacdo
maxima de trabalho para 4° de inclinagdo da plataforma. A agitacdo foi mantida em
24rpm/4° entre 96 e 168 h, passando para 27rpm/3°, entre 168 e 240 h, para amenizar

0 depdsito de microcarregadores na regiao de borda liquido-gas.

Conforme analisado na Figura 32, ndo houve esgotamento dos principais
nutrientes e as concentragcbes maximas de lactato e amoénia foram de 5,63 mM e
1,76 mM com 240 h de operacdo, respectivamente, valores ndo inibitorios para o
culivo da CTM-CU (SCHOP et al, 2009). A relacdo Yisqc foi de 1,54+0,65
(moli,c/molyc) na fase de crescimento. O consumo especifico médio de glicose foi de
0,34+0,14 (pmolg..cel*.h™) e a producdo especifica média de lactato foi de 0,42+0,18

(pmoliac.cel™.h™).
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Figura 32. Cultivo SW04lcs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM

sem fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiotico (1% v/v) e SFB

(10% v/v). Fase de ades&o em frasco spinner e transferéncia para o Biorreator Wave™

com 24 h. Concentracéo de CultiSpher-S® de 2,1 e 0,7 gMC/L nas fases de adeso e

expansdo, respectivamente, com relagdo célula/MC de 30. Volume de trabalho de

200 mL na fase de ades&o e de 600 mL no inicio da operag&o no Biorreator Wave ™.

Condicdes de operacdo do Biorreator Wave™; dados de pH; niveis de glicose,

glutamina, arginina, lactato e amoénia presentes no meio de cultivo, nimero de CTM-

CU aderidas aos microcarregadores.
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5. RESULTADOS

O fator de expansédo alcancado considerando as células aderidas foi de 7,0
vezes, com 216 h, e 6,0 vezes, considerando o total de células inoculadas. A
velocidade especifica de crescimento foi de 0,017 h™* (R*= 0,998), entre 96 e 168 h. A
produtividade do cultivo foi de 1,5 x 10’ cel.L*.d*. O LDH méaximo liberado no meio de
cultivo (normalizado com relag&o ao LDH inicial) foi de 1,22+0,01, com 240 h, valor
semelhante ao obtido no cultivo em frasco spinner com microcarregador CultiSpher-
Ss®.

Foi observado, com 192 h, depésito nivel 3 de microcarregadores na regiao de
borda liquido-gas, conforme apresentado na Figura 33. O didmetro médio maximo de
agregados foi de 0,253+£0,093 mm com 240 h (Figura 34). Os maiores didmetros de
particulas observados foram de 0,629 mm (72 h) e 0,616 mm (216 h). Jossen e
colaboradores (2016) relataram agregados com didmetro de 6 mm na expansdo de
CTM proveniente de tecido adiposo em biorreator com movimento ondulatorio
(JOSSEN et al, 2016). Em 240 h, o cultivo apresentou queda no crescimento,
possivelmente relacionado a falta de espaco nos agregados de microcarregadores e
ao baixo numero de células em alguns microcarregadores, os quais podem ter sido
originados nos eventos de deposi¢cdo dos microcarregadores no plastico da Cellbag.
Os microcarregadores aderidos ao plastico retornavam ao liquido durante os
procedimentos diarios de retirada de amostra.

Figura 33. Cultivo SWpelcs: Setas indicam depésito nivel 3 de
microcarregadores na superficie lateral da Cellbag, regido de borda liquido-gas,
observado com 192 h de operacdo. Localizagcdo do depdsito indicada pelo retangulo
pontilhado presente na vista superior da Cellbag.
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Figura 34. Cultivo SW,4lcs: (A) Distribuicdo do didametro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.

A1.0 T T T T T T T T T T B1.0 T & T T T T T T
09 1 oo ]
E/o.s-_ ] Eo.ei i
& 074 1 8077 ]
2 0.6 1 3 o6l ]
% %% e & 1B o
g 051 ‘ 1 805 ]
S 04] - 5 11 8 0,] i
RS T T A A S -
L T I I R N T -5 R S A A
o14 - & & & § B ®& § § £1 04 1
24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo (h) Tempo (h)

Cultivo SWio4a2cs

O cultivo SWyo2cs apresentou 90% de adesdo das células aos
microcarregadores, segundo o dado de células aderidas obtido pelo método MTT
(Figura 35). Durante o periodo de adeséo o pH saiu da faixa 6tima, atingindo 7,60 com
3,5h. Entre 48 - 72 h e 216 - 240 h, foi observada pequena formacéo de depdsito de
microcarregadores aderidos ao plastico, na regido de borda liquido-gas, considerado
nivel 1. Esse fato, juntamente com a elevacao de pH e a necessidade de adaptacéo
das células a hidrodinamica do Biorreator Wave™, podem ter acarretado no maior
tempo para atingir a fase de crescimento, a qual iniciou com 144 h, verificado na

Figura 35.

Nao ocorreu esgotamento dos principais nutrientes e as concentragoes
maximas de lactato e aménia foram de 4,61 mM e 1,64 mM com 240 h de operagéo,
respectivamente, niveis ndo inibitérios para o cultivo da CTM-CU (SCHOP et al.,
2009). A relagdo de consumo de glicose e producdo de lactato, Yicgc, apresentou
valor de 1,72+0,84 (mol,./moly.) para a fase de crescimento. O consumo especifico
médio de glicose foi de 0.20+0,13 (pmolg..cel™.h™) e a produgdo especifica média de
lactato foi de 0.29+0,09 (pmolsc.cel™.h™).
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Figura 35. Cultivo SW ,042cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM

sem fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiotico (1% v/v) e SFB

(10% v/v). Fase de ades&o em frasco spinner e transferéncia para o Biorreator Wave™

com 24 h. Concentrac&o de CultiSpher-S® de 2,1 e 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e

expansdo, respectivamente, com relacdo célula/MC de 30. Volume de trabalho de

200 mL na fase de ades&o e de 600 mL no inicio da operag&o no Biorreator Wave ™.

Condicdes de operacdo do Biorreator Wave™; dados de pH; niveis de glicose,

glutamina, arginina, lactato e amoénia presentes no meio de cultivo; numero de CTM-

CU aderidas aos microcarregadores.
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5. RESULTADOS

O fator de expanséo celular atingiu 7,7 vezes considerando as células aderidas
aos microcarregadores com 24 h e 7,0 vezes considerando o numero de células
inoculadas. A velocidade especifica de crescimento foi de 0,035 h™ (R*= 0,997), entre
144 e 192 h . A produtividade do cultivo foi de 1,7 x 10’ cel.L™.d*. O LDH méaximo
liberado no meio de cultivo (normalizado com relagdo ao LDH inicial) foi de 1,45+0,01,
com 240 h.

A Figura 36 mostra a distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores e a variacdo do didametro médio de particulas ao longo do cultivo
SWhod2cs. O maior diametro de agregado observado foi de 0,544 mm, com 192 h, e o
diametro médio maximo observado foi de 0,249+0,090 mm, com 216 h. Com 240 h,
término do cultivo, ocorreu retengcdo de microcarregadores no plastico (nivel 1) e
verificou-se a presenca de agrupamentos de microcarregadores no liquido. Contudo,
esses agrupamentos ndo estavam ligados de forma coesa, ja que nao se verificou
elevados valores médios de didmetro de particulas.

Figura 36. Cultivo SWy,,42cs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.
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O cultivo SW,0¢3cs apresentou 100% de ades&o das células inoculadas aos

microcarregadores, segundo o dado de células aderidas obtido pelo método MTT

(Figura 37). O pH manteve-se na faixa ideal, entre 6,8 - 7,4 e ndo houve esgotamento

dos principais nutrientes. As concentragdes maximas de lactato e amonia foram de

5,34 mM e 1,76 mM, com 240 h de operacgao, respectivamente. Tais niveis ndo sdo
inibitérios para o crescimento da CTM-CU (SCHOP et al., 2009).

Figura 37. Cultivo SW,043cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM

sem fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiético (1% v/v) e SFB

(10% viv). Fase de ades&o em frasco spinner e transferéncia para o Biorreator Wave ™

com 24 h. Concentracéo de CultiSpher-S® de 2,1 e 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e

expansdo, respectivamente, com relagdo célula/MC de 30. Volume de trabalho de

200 mL na fase de ades&o e de 600 mL no inicio da operacdo no Biorreator Wave ™.

Condicdes de operacdo do Biorreator Wave™; dados de pH; niveis de glicose,

glutamina, arginina, lactato e amonia presentes no meio de cultivo; numero de CTM-

CU aderidas aos microcarregadores.
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5. RESULTADOS

Arelacdo entre o consumo de glicose e produgao de lactato, Yiacqc, apresentou
valor de 1,33+0,17 (mol../moly.) para a fase de crescimento. A relacdo de Yiacgc
menor que o valor de referéncia, Yicge de 2,0 (mol./molyc), indica metabolismo
eficiente de consumo de glicose, utilizando a rota de fosforilacdo oxidativa (SCHOP,
2010). O consumo especifico médio de glicose foi de 0,21+0,08 (pmolgc.cel™.h™) e a

producéo especifica média de lactato foi de 0,28+0,08 (pmolic.cel™.h™).

O fator de expansdo celular atingiu 5,8 vezes com 216 h. A velocidade
especifica de crescimento foi de 0,015 h™ (R* = 0,996), entre 120 e 192 h. A
produtividade do cultivo foi de 1,4 x 107 cel.L™.d*. O LDH maximo liberado no meio de

cultivo (normalizado com relagdo ao LDH inicial) foi de 1,24+0,01, com 216 h.

Assim como no cultivo SW,.2cs, com 240 h verificou-se a presenca de
agrupamentos de microcarregadores no liquido (Figura 38). A Figura 39 apresenta a
distribuicdo do didametro de particulas de microcarregadores e o didmetro médio de
particulas ao longo do cultivo SW,0¢3cs. O didametro médio maximo observado foi de
0,242+0,084 mm, com 168 h, obtendo-se leitura de particula com diametro de
0,662 mm nesse ponto e de 0,638 mm com 72 h. Com 120 h, foi observado faixas de
depdsitos de microcarregadores (nivel 2), ndo sendo mais verificado depdsito no
restante do cultivo. Apesar de apresentar agregados de microcarregadores com
didmetro na ordem de 0,600 mm, as médias dos diametros de particulas obtidas ndo
foram problematicas, jA& que permaneceram abaixo de 0,300 mm (didmetro de
particula limite no qual ndo ocorre restricdo na transferéncia de massa) (KINNEY;
SARGENT; MCDEVITT, 2011; SEN; KALLOS; BEHIE, 2001).

Figura 38. Cultivo SWy,0¢3cs: Imagem do fundo da Cellbag com 240 h de
operacao (término do cultivo). Setas indicam agrupamentos de microcarregadores.
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Figura 39. Cultivo SW,,43cs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.
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Cultivo SWqoa4cs

Assim como No SW ,043cs, 0 cultivo SW,0¢dcs apresentou 100% de adeséo das
células inoculadas aos microcarregadores, segundo o dado de células aderidas obtido
pelo método MTT. Apds 24 h de operacédo (periodo operado no frasco spinner), foi
adicionado Pluronic-F68 (Gibco - Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) ao
meio de cultivo, na concentracdo final de 0,1%. Tal como observado no grafico do
numero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores (Figura 40), a adicdo de
Pluronic-F68 nédo retardou o comecgo da fase de crescimento exponencial, comparando

com os demais cultivos, a qual teve inicio com 72 h.

Conforme analisado na Figura 40, ndo houve esgotamento dos principais
nutrientes e as concentragdes maximas de lactato e amodnia foram de 6,0 mM e
1,83 mM com 240 h de operagdo, respectivamente. Esses valores ndo sao inibitorios
para o cultivo da CTM-CU (SCHOP et al., 2009). A relacdo, Y, foi de 1,43+0,32
(mol,./moly.) na fase de crescimento, indicando metabolismo eficiente de consumo de
glicose. O consumo especifico médio de glicose foi de 0,21+0,06 (pmoly..cel*.h™) e a
producao especifica média de lactato foi de 0,30+0,11 (pmol,c.cel™.h™).

No SWedcs foi obtido o maior fator de expansdo celular entre os cultivos
Spinner-Wave,,.s, 0 qual foi de 8,5 vezes com 216 h. A velocidade especifica de
crescimento foi de 0,013 h™ (R?= 0,999), entre 72 h e 192 h. A produtividade celular do
cultivo foi de 2,6 x 10" cel.L™.d*. Apesar da adi¢&o de Pluronic-F68, o LDH maximo
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liberado no meio de cultivo (normalizado com relagdo ao LDH inicial) foi de 1,35+0,02
com 240 h, o segundo maior nivel de LDH registrado entre os cultivos Spinner-
Wavenoq.

Figura 40. Cultivo SW 04dcs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM
sem fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiético (1% v/v) e SFB
(10% v/v). Fase de ades&o em frasco spinner e transferéncia para o Biorreator Wave™
com 24 h. Concentracéo de CultiSpher-S® de 2,1 e 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e
expansdo, respectivamente, com relagdo célula/MC de 30. Volume de trabalho de
200 mL na fase de ades&o e de 600 mL no inicio da operacdo no Biorreator Wave ™.
Apbs 24 h (periodo operado no frasco spinner), adicdo de Pluronic-F68 ao meio de
cultivo na concentracao final de 0,1%. Condicdes de operacdo do Biorreator Wave™:;
dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e aménia presentes no
meio de cultivo; nimero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores.
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5. RESULTADOS

Com 192 h foi observada pequena faixa de microcarregadores na regiao de
borda liquido-gas (nivel 1), sendo essa deposicdo maior a partir de 216 h, com
deposito de microcarregadores nivel 3, conforme verificado na Figura 41. A Figura 42
apresenta a distribuicdo do didametro de particulas de microcarregadores e o diametro
médio de particulas ao longo do cultivo SWieidcs. O didmetro médio maximo
observado foi de 0,240+0,078 mm com 192 h, apresentando didmetro de particula
maximo de 0,592 mm nesse ponto.

Figura 41. Cultivo SWydcs: Setas indicam depdsito nivel 3 de
microcarregadores na superficie lateral da Cellbag, regido de borda liquido-gas,
observado com 216 h de operacéo. Localizagcdo do depdsito indicada pelo retangulo
pontilhado presente na vista superior da Cellbag.

Figura 42. Cultivo SWy,,¢dcs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) diametro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.
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5. RESULTADOS

5.6. Cultivos da CTM-CU com fase de adesao e fase de expansao

realizadas no Biorreator Wave™ - Cultivos Wmodlcs, Wmod2cs,

Whod3cs, Wmod4cs, Wimodlmace Wmod2vac

Ades&o e expansédo no Biorreator Wave™

Para analisar o potencial do Biorreator Wave™ no cultivo da CTM-CU,
operando a fase de adesdo das células aos microcarregadores e a fase de
crescimento na Cellbag com o novo formato, foram realizados cultivos com os

microcarregadores CultiSpher-S® e MAG, descritos a seguir.

Cultivo Wmodlcs

A fase de adeséo do cultivo W ,.41cs foi realizada com volume de trabalho de
75 mL, a fim de obter uma reduzida area de superficie molhada para evitar a perda de
CTM-CU sedimentadas sobre o plastico da Cellbag.

Ap6és 24 h, somente 43,5% das células estavam aderidas aos
microcarregadores, de acordo com o dado obtido pelo método MTT. Conforme
analisado na Figura 43, ndo houve esgotamento dos principais nutrientes e as
concentragfes maximas de lactato e amonia foram de 3,40 mM e 1,69 mM com 240 h
de operacdo, respectivamente. Tais niveis ndo sao inibitorios para o cultivo da CTM-
CU (SCHORP et al., 2009). A relag&@0 Yiac/qe foi de 1,43+0,51 (mol,./moly.) na fase de
crescimento, o que indica metabolismo eficiente de consumo de glicose (SCHOP,
2010). O consumo especifico médio de glicose foi de 0,34+0,17 (pmolg..cel*.h™) e a

produc&o especifica média de lactato foi de 0,49+0,30 (pmolic.cel™™.h™).

O fator de expanséo alcancado considerando as células aderidas foi de 11,6
vezes, com 240 h, e de 5,1 vezes considerando o total de células inoculadas. A
velocidade especifica de crescimento foi de 0,037 ht (R2 =0,932), entre 168 e 216 h. A
produtividade celular do cultivo foi de 1,3 x 10’ cel.L™.d™". O LDH méaximo liberado no

meio de cultivo (normalizado com relagdo ao LDH inicial) foi de 1,28+0,01, com 216 h.

A Figura 44 apresenta a distribuicdo do diametro de particulas de
microcarregadores e o didmetro médio de particulas ao longo do cultivo W 4lcs.
Obteve-se didametro de agregados com 0,675 mm em 168 h e 0,697 mm com 216 h.
Apesar dessas leituras, o diametro médio maximo observado foi de 0,228+0,084 mm,
com 168 h. Foi observado depésito de microcarregadores nivel 1 com 192 h, nao
sendo mais verificado depdésitos no restante do cultivo.
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Figura 43. Cultivo W ,,41cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem

fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibidtico (1% v/v) e SFB

(10% Viv).

Fases de adesdo e expansédo

realizadas no Biorreator Wave™.

Concentrac&o de CultiSpher-S® de 5,5 e 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e expanso,

respectivamente, com relagéo célula/MC de 30. Volume de trabalho de 75 mL na fase

de adeséao e de 600 mL no inicio da fase de expansédo. Cellbag mantida com agitacao

de 2rpm/2° durante a fase de ades&o. Condigdes de operacéo do Biorreator Wave™:

dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e aménia presentes no

meio de cultivo; nimero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores
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5. RESULTADOS

Figura 44. Cultivo W 4lcs: (A) Distribuicdo do diametro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.
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No cultivo W,042cs a fase de adeséo foi realizada com volume de trabalho de
50 mL, menor que o aplicado no cultivo Wy,,4lcs (75 mL), com objetivo de reduzir
ainda mais a area de superficie molhada para evitar a sedimentacéo das células sobre

o plastico da Cellbag.

Diferentemente do operado no cultivo Wpelcs, @ suspensdao de
microcarregadores e células foi homogeneizada manualmente apds inoculacdo na
Cellbag e, em seguida, a mesma foi mantida sem agitagdo durante as primeiras 24 h
do cultivo. Ap6s 24 h, 60% das células inoculadas estavam aderidas aos
microcarregadores, de acordo com o dado obtido pelo método MTT.

Conforme analisado na Figura 45, ndo houve esgotamento dos principais
nutrientes e as concentracbes maximas de lactato e amonia foram de 3,97 mM e
1,83 mM com 240 h de operacéo, respectivamente. Esses valores ndo sao inibitorios
para o cultivo da CTM-CU (SCHOP et al., 2009). A relagdo Y,qc foi de 1,25+0,40
(mol.c/moly.) durante a fase de crescimento, o que indica metabolismo eficiente de
consumo de glicose, ja que 0 Yjage foi menor que 2,0 mol,,c/moly. (SCHOP, 2010). O
consumo especifico médio de glicose foi de 0,17+0,09 (pmolgc.cel™.h™) e a produgéo
especificamédia de lactato foi de 0,21+0,15 (pmol,c.cel™.h™).
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Figura 45. Cultivo W ,,42cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem
fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibidtico (1% v/v) e SFB
(10% viv). Fases de adesdo e expansdo realizadas no Biorreator Wave™.
Concentrac&o de CultiSpher-S® de 8,3 e 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e expanso,
respectivamente, com relagéo célula/MC de 30. Volume de trabalho de 50 mL na fase
de adesado e de 600 mL no inicio da fase de expansdo. Cellbag mantida em modo
estatico durante a fase de ades&o. CondicBes de operacdo do Biorreator Wave ™:
dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e amonia presentes no
meio de cultivo; nimero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores.
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O fator de expanséo celular alcangado considerando as células aderidas aos
microcarregadores foi de 25,6 vezes, com 240 h, e de 15,5 vezes considerando o total
de células inoculadas. A velocidade especifica de crescimento foi de 0,027 h™* (R? =
0,921), entre 96 e 168 h. A produtividade celular do cultivo foi de 3,6 x 10" cel.L*.d*. O
LDH méximo liberado no meio de cultivo (normalizado com relagdo ao LDH inicial) foi
de 1,41+0,01, com 240 h.
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O fator de expanséao celular elevado, em comparagao ao cultivo W,,q4lcs, pode
ser relacionado ao menor volume inicial e a manutencao da Cellbag sem agitacao
durante as primeiras 24 h, fatores que podem ter influenciado o aumento do percentual
de células aderidas aos microcarregadores. O maior periodo sem agitacdo permite
gue as células se fixem e se distribuam nos microcarregadores com mais facilidade,
contribuindo para desempenho de expanséo celular superior (JOSSEN et al., 2016;
RAFIQ et al., 2013, 2016).

Até 216 h ndo se verificou depdsito de microcarregadores no plastico da
Cellbag, contudo, com 240 h ocorreu deposito de microcarregador com mais
intensidade (nivel 3), observado na Figura 46. A Figura 47 apresenta a distribuicao do
diametro de particulas de microcarregadores e o didmetro médio de particulas ao
longo do cultivo W ,,42cs. Foram verificados didmetros maximos de 0,695 mm com
216 h e 0,741 mm com 240h. O didmetro médio méximo observado foi de
0,242+0,113 mm, com 216 h.

Figura 46. Cultivo Wp2cs: Setas indicam depésito nivel 3 de
microcarregadores na superficie lateral da Cellbag, regido de borda liquido-gas,
observado com 240 h de operacgéo. Localizacdo do deposito indicada pelo retangulo

pontilhado presente na vista superior da Cellbag.
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Figura 47. Cultivo W,042cs: (A) Distribuicdo do diametro de particulas de

microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.

A 1-0 T T T T T T T T T T B 1.0 T T T T T T T T
09 ] o9 ]
E 0.8- ] g 0.8 ]
g 071 1 go7] ]
2 0.6 1 8 os ]
}1—;_; .0 g . ‘-
g 05 . ¢] 8o05] ]
s o B
S 041 . e { % 041 i
03] & & & & & ¢ & § § §]1 @ g3l ]
g S B B I A B e g 0.3 ‘
ao02y & & & ¢ L f & ¢ i1 10027 s * 4 ¢ &+ * " T 2
o4 & 8 & & & & & § § £ 4] ' 1
24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo (h) Tempo (h)

Cultivo Wmod3cs

O comportamento do cultivo W,,,¢3cs esta apresentado na Figura 48. Assim
como no Wp,2cs, a fase de ades&o do cultivo W,,,43cs foi realizada com volume de
trabalho de 50 mL e a Cellbag mantida sem agitacdo durante as primeiras 24 h.
Diferentemente do aplicado no Wy042cs, 0 Wioea3cs foi inoculado com relagdo de 16
células por microcarregador. Apés 24 h, 77% das CTM-CU inoculadas estavam
aderidas aos microcarregadores, de acordo com dado adquirido através do método
MTT.

Nao foi verificado esgotamento dos principais nutrientes e as concentragdes
maximas de lactato e amoénia foram de 4,70 mMe 1,11 mM com 288 h de operacdo,
respectivamente. Esses valores nédo sao inibitérios para o cultivo da CTM-CU (SCHOP
et al, 2009). A relacdo Yqc foi de 1,42+0,84 (mol,./moly) durante a fase de
crescimento. O consumo especifico médio de glicose foi de 0,18+0,14 (pmolgc.cel™.h™)
e a producdo especifica média de lactato foi de 0,180,04 (pmol.c.cel™.h™).

O fator de expansao celular alcangado considerando as células aderidas aos
microcarregadores foi de 24,8 vezes, com 264 h, e de 19,3 vezes considerando o
nimero de células inoculadas. A velocidade especifica de crescimento foi de 0,021 h*
(R?=0,995), entre 168 e 240 h. A produtividade celular do cultivo foi de 2,0 x 10’ cel.L”
'.d*. O LDH méaximo liberado no meio de cultivo (normalizado com relac&o ao LDH
inicial) foi de 1,27+0,01, com 264 h.
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Figura 48. Cultivo W ,,43cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem

fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibidtico (1% v/v) e SFB

(10% Viv).

Fases de adesdo e expansédo

realizadas no Biorreator Wave™.

Concentrac&o de CultiSpher-S® de 8,3 e 0,7 gMC/L nas fases de ades&o e expanso,

respectivamente, com relagéo célula/MC de 16. Volume de trabalho de 50 mL na fase

de adesao e de 600 mL no inicio da fase de expansdo. Cellbag mantida em modo

estatico durante a fase de ades&o. CondicBes de operacdo do Biorreator Wave ™:

dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e aménia presentes no

meio de cultivo; nimero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores.
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A Figura 49 apresenta a distribuicdo do diametro de particulas de
microcarregadores e o didmetro médio de particulas ao longo do cultivo W ,043cs.
Foram verificados didametros maximos de 0,843 mm com 216 h e 0,889 mm com
264 h. O didametro médio maximo observado foi de 0,268+0,135 mm, com 264 h.
Foram verificados depdsitos de microcarregadores nivel 2 com 216 e 264 h de
operacao.

Figura 49. Cultivo W,0¢3cs: (A) Distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.
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A fase de adeséo do cultivo W,44cs foi realizada nas mesmas condi¢cdes dos
cultivos Wios2cs € Whoa3cs, exceto pela relacdo inoculada de células por
microcarregador, sendo de 6 cel/MC, e pela concentracdo de microcarregador na fase
de adesdo e expansao, de 25,0 e 2,1 gMC/L, respectivamente. Na Figura 50 esta
apresentado o comportamento do cultivo W o4dcs. Apds 24 h, 79,4% das células

estavam aderidas aos microcarregadores, de acordo com o dado obtido pelo método
MTT.

Nao foi verificado esgotamento dos principais nutrientes e as concentragdes
maximas de lactato e amoénia foram de 3,84 mM e 2,35 mM, com 312 h de operacao,
respectivamente. Esses valores ndo séo inibitérios para o cultivo da CTM-CU (SCHOP
et al., 2009). A relacdo Yiqc foi de 1,37+0,46 (mol,./moly;) durante a fase de
crescimento, o que indica metabolismo eficiente de consumo de glicose (SCHOP,
2010). O consumo especifico médio de glicose foi de 0,26+0,06 (pmolg..cel™.h™) e a

produc&o especifica média de lactato foi de 0,35+0,10 (pmoli,.cel™.h™).
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Figura 50. Cultivo W ,44cs: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM sem

fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibidtico (1% v/v) e SFB

(10% Viv).

Fases de adesdo e expansédo

real

izadas no Biorreator Wave™.

Concentracdo de CultiSpher-S® de 25,0 e 2,1 gMC/L nas fases de adesdo e

expansdo, respectivamente, com relagdo célula/MC de 6. Volume de trabalho de

50 mL na fase de adesao e de 600 mL no inicio da fase de expanséo. Cellbag mantida

em modo estatico durante a fase de adesdo. Condicdes de operacdo do Biorreator

Wave™; dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e aménia

presentes no meio de cultivo; nimero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores.
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92

—m— Agitag&o (rpm) 0
—A—pH--m-- %CO2 A Angulo (°) £
~O Aeragéo (Lpm) A Volume operacional (mL) ®
gso S v S A S N T B R R R r10 L eo S
a 1 ._._._Q_Q—Q—O—O—wnmg—g—a—a -8 °:: | ‘O
= 20 i . o o
° -6 2 |40 g
S ] s oo 7 A - e  — - — o 1 — b AlLs 27 o
8 104 L& F200 o
2 taa - i g
0 T ' T T T I & 1 I 1 . 1 L T 1 T T T T 0 -0 ;’
: . . . : r . . . . : . ~0.100 __
76 T T T T T T T T T T T T 1 T 20 [ E
L 0075 S
74 =
A SR ) S S— S * 150 F =
£ 7| iy AR a6 [oom 9
; Qe Quees QurevuQueseesQuunQuaenQuesnnQuusnQuemnQuessnQuuseQueenQ | 100 | 'S
7.0 -t X 0025 g
wens o - 5 o
B L 0.000 <
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312
12 | R R T A T e T . L L . . T B 10 T T T T T T T T T T T T T T
'l<—l—l—l—lffnrixlu.,,._.\.\l
10 =
m—glc 8 @
| = 8
8 —A—arg s B 10°+ o
—o—gin é %
{ -o- lac 6 & ©
- O- aménia I= 8
6 e 3
< '8
_afd o o
4 A £ 3 104
| s § A S ©
PR L e i DU
2-.%1—\—“\“;‘1\ I 2 4 3
0--" = e .\.—.
0 & B ¥ F @ § W f %o W G % % R e e 0 B® B Y § W N R g R R O e g a8 8§ R g ®
0 24 48 72 96 120144 168 192 216 240 264 288 31 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312

Tempo (h)



5. RESULTADOS

O fator de expansao celular alcangado considerando as células aderidas aos
microcarregadores foi de 6,3 vezes, com 312 h de operacdo, e de 5,0 vezes
considerando o total de células inoculadas. A velocidade especifica de crescimento foi
de 0,008 h* (R* = 0,942), entre 192 e 312 h. A produtividade celular do cultivo foi de
0,4x 10’ cel.L™.d*. O LDH méaximo liberado no meio de cultivo (normalizado com
relacéo ao LDH inicial) foi de 1,24+0,02, com 288 h.

A Figura 51 apresenta a distribuicdo do diametro de particulas de
microcarregadores e o didmetro médio de particulas ao longo do cultivo W 4écs.
Foram verificados diametros méximos de 0,649 mm com 192 h e 0,656 mm com
288 h. O diametro médio maximo observado foi de 0,247+0,108 mm, ao término do
cultivo. Mesmo com o menor crescimento, ocorreu deposicdo de microcarregadores
nivel 2 com maior freqiéncia que a verificada N0 Wp43cs. NO Wioades foram
verificados depdsitos nivel 2 com 96, 144, 240 e 312 h.

Figura 51. Cultivo W ,4dcs: (A) Distribuicdo do didametro de particulas de

microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.

A 1.0 T T T T T T B 140 ¥ T ¥ T ¥ T T T T
09 1 oo
E 0.8 ] é 0.8
8 0.7 1 go7]
2 06 ] 2 os]
B HO5
8 054 - + 205-
8 04 B 8 H ] % 64
O B = 1 o - ™1
8 0.3 : 1 € o034 x
g 02" ; a g 02_ L ] " T . ™ ™ . u L [ ] ™ [ ]
01] ¢ ° 1 01
48 96 144 192 240 288 48 96 144 192 240 288
Tempo (h) Tempo (h)

93




Glicose, Glutamina e

Arginina (mM)

CTM-CU.
—m— Agitagéo (rpm)
—A—pH --m-- %CO2 -4~ Angulo (°)
. O Aeragéo (Lpm) A Volume operacional (mL)
Sl e i e e W A A i B T
g 1 RS —C — —" e S S B, ey, e ey ISy
o, 20 L6 ©
xg | g)
AAAAA L4
£ 10+ . s e et (B (OCEL o F
2 1, %
AVAGRRRAN i
Y 1 % I I 1 I 1 I I 1 1 L 1 1 1 I 0
76
74
I 72
Q
7.0
6.8
12 T T T T T T T T T T T T T T 10 T T T T T T
| e PR S ———
104 —a_ A
| - - .
{ —m—glc \-"“l~\. P 2 - 8 a Ty AT T
8 —A—arg \,-i S 2 1074
1 —e—gh - n E 8 1]
] -o-lac P 6 s ©
- O- amoénia A S E
6+ ) £ 2
< 3
57 F4 o o
il A o T 7
# 3 LT 5 o 107
J T _ o @
e ——a—a——a——=0, § E
24--o o T e———0==T 7" b4
P i - .?Vi\»*.
04 s 0

Cultivos WmodImac € Wmod2MAG

5. RESULTADOS

Nos cultivos Wodlvac € Wmod2mag, Obteve-se com 24 h, 71,8 e 77,2% de

adesdo das CTM-CU

inoculadas aos microcarregadores,

respectivamente. Os

comportamentos dos cultivos W neqluac € Wned2uac €Sté0o apresentados nas Figuras 52

e 53, respectivamente.

Figura 52. Cultivo W 0¢lwac: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM

sem fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibidtico (1% v/v) e SFB

(10% Vv/v).

Fases de adesdo e expansao

realizadas no Biorreator Wave™.

Concentracdo de MAG de 30,0 e 2,5 gMC/L nas fases de adesdo e expanséo,

respectivamente, com rela¢éo célula/MC de 10. Volume de trabalho de 50 mL na fase

de adesdo e de 600 mL no inicio da fase de expansdo. Cellbag mantida em modo

estatico durante a fase de ades&o. CondicGes de operagdo do Biorreator Wave™;

dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e aménia presentes no

meio de cultivo; numero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores e viabilidade das
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Figura 53. Cultivo W ,0¢2uwac: Cultivo da CTM-CU em meio de cultivo a-MEM
sem fenol suplementado com glicose, glutamina, arginina, antibiotico (1% v/v) e SFB
(10% viv). Fases de adesdo e expansdo realizadas no Biorreator Wave™.
Concentracdo de MAG de 30,0 e 2,5 gMC/L nas fases de adesdo e expansao,
respectivamente, com relagéo célula/MC de 10. Volume de trabalho de 50 mL na fase
de adesado e de 600 mL no inicio da fase de expansdo. Cellbag mantida em modo
estatico durante a fase de ades&o. CondicBes de operacdo do Biorreator Wave™:
dados de pH; niveis de glicose, glutamina, arginina, lactato e aménia presentes no
meio de cultivo; numero de CTM-CU aderidas aos microcarregadores e viabilidade das
CTM-CU.
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Em ambos os cultivos o pH manteve-se na faixa ideal, entre 6,8 - 7,4. Durante
os procedimentos de manipulacdo dos microcarregadores MAG, foi observado que os
mesmos tendem a aderir com mais facilidade em superficies plasticas, o que pode ser
devido as caracteristicas estruturais do MAG (matriz de alginato e gelatina). Os
depositos do MAG nas superficies laterais da Cellbag (regidgo de borda liquido-gas)

foram mais frequentes, quando comparados aos depdsitos verificados nos cultivos
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5. RESULTADOS

com o CultiSpher-S®, prejudicando a expansdo da CTM-CU devido a limitacdo de

nutrientes e controle de pH nos microcarregadores depositados na Cellbag.

Durante o cultivo W ,,41uac foram verificados depositos nivel 3 em 120 e 144 h
(Figura 54). Para tentar reduzir os depdsitos, a agitacdo da Cellbag foi alterada de
24rpm/4° para 25rpm/3°, com 168 h, ndo sendo mais observados depositos de
microcarregadores no restante do cultivo. O W ,,q2uac fOi operado com agitacdo de
25rpm/3° até 216 h, passando para 24rpm/3°. Mesmo com a menor agitacdo, nesse
cultivo ocorreram depdésitos nivel 2 a partir de 144 h, sendo observados até o término
da operagéo, com 312 h.

Figura 54. Cultvo Wpnelwas: Setas indicam depésito nivel 3 de
microcarregadores na superficie lateral da Cellbag, regido de borda liquido-gas,
observado com 144 h de operacgdo. Localizagdo do depdsito indicada pelo retangulo
pontilhado presente na vista superior da Cellbag.

Em ambos os cultivos o pH manteve-se na faixa ideal, entre 6,8 - 7,4. Nao
houve esgotamento dos principais nutrientes e as concentracdes de lactato (W mogluac:
7,59 MM e W 0a2uac: 7,76 mM, com 312 h) e aménia (W mogluac: 2,23 mMe W oa2uac:
2,18 mM, com 312 h) ndo atingiram niveis inibitérios para o crescimento da CTM-CU
(SCHORP et al., 2009).

Durante a fase de crescimento, a relacdo entre o consumo de glicose e
producdo de lactato, Yi.ge, apresentou valor de 1,72+0,71 (Wmoalwac) € 1,65+0,50
(Wmoa2mac) (moli,c/molgc). O consumo especifico médio de glicose foi de 0,42+0,18
(Wioalwac) € 0,33£0,12 (Wnos2wac) (pmolge.cel™.h™). A produgéo especifica média de
lactato foi de 0,6240,15 (W moslwac) € 0,5220,13 (Wnos2mac) (Pmoliac.cel.h™).
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Os cultivos Wioalvac € Wmnod2wac apresentaram maior producdo especifica
meédia de lactato, em contraste com os demais cultivos realizados neste trabalho e
com dados apresentados na literatura para expansédo de CTM (CUNHA et al., 2017).
Esses resultados podem indicar uma disfuncdo metabdlica da CTM-CU, a qual pode
estar relacionada ao estresse provocado devido aos sucessivos depositos do MAG na

superficie lateral da Cellbag.

Ao longo dos cultivos Wiodlwac € Wmodl2uwae, @ Viabilidade das células
recuperadas se manteve em torno de 85%. O fator de expansao celular obtido, com
base nas células aderidas aos microcarregadores com 24 h, foi de 5,9 (Woglmac; COM
288 h) e de 5,1 (Wnmod2wac; cOm 216 h) Considerando o total de células inoculadas, o
fator de expanséo foi de 4,3 (Wnodlwac) € de 3,9 (Wnoa2uac). A velocidade especifica
de crescimento foi de 0,012 h™ (R* = 0,945), entre 72 e 192 h, para 0 Woesluac € de
0,007 h* (R*= 0,887), entre 72 e 216 h, para 0 Wmes2uas. A produtividade celular dos

cultivos foi de 0,7 € 0,6 x 10" cel.L™.d™, para 0 Wegluac € Wmoa2wac, respectivamente.

O LDH maximo liberado no meio de cultivo (normalizado com relagéo ao LDH
inicial) foi de 1,16+0,01 (Wmoalmac; com 216 h) e 1,06+0,01 (Wod2mac; cOm 312 h).
Mesmo com os depdsitos do MAG na superficie lateral da Cellbag, previamente
relatados, os cultivos W 0alvac € Wiod2uac N80 apresentaram niveis mais elevados de
LDH liberado, o que pode ser explicado pela menor concentragcao de células nesses

cultivos.

As Figuras 55 e 56 mostram a distribuicdo do didmetro de particulas de
microcarregadores e a variagdo do diametro médio de particulas ao longo dos cultivos
W inoalmac € Wod2vac, respectivamente. NO W 09lwas, cOmM 192 h verificou-se o maior
didmetro de particula, com 0,710 mm. O didmetro médio méaximo observado foi de
0,279+0,148 mm, com 216 h de operacdo. No W ,,42uac, foram verificados diametros
méximos de 0,766 mm com 312 h e 0,795 mm com 48 h. O didmetro médio méaximo
observado foi de 0,293+0,139 mm, com 288 h.
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Figura 55. Cultivo W4luac: (A) Distribuicdo do didametro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.
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Figura 56. Cultivo W,042uac: (A) Distribuicdo do didametro de particulas de
microcarregadores (o) e (B) didmetro médio de particulas de microcarregadores (m)
obtidos durante o cultivo da CTM-CU.
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5.7. Avaliacdo dos requisitos de qualidade da CTM-CU ao término dos

cultivos

Diferenciacdo em adipécitos, ostedcitos e condrécitos

Conforme apresentado na Figura 57, as CTM-CU obtidas ao término dos
cultivos em frasco spinner, Spinner-Wave,.,q € Wave,,qs mantiveram o potencial de
diferenciacéo in vitro em adipocitos, ostedcitos e condroécitos, para os dois modelos de
microcarregadores testados (CultiSpher-S® e MAG). Na Figura 57 observa-se a
coloracéo de pontos de gordura na diferenciacdo em adipécitos, realizada apos 14
dias de induc&o adipogénica; a coloracdo de depodsitos de célcio na diferenciacdo em
ostedcitos, realizada apés 21 dias de indugcdo osteogénica; e a coloracdo de
proteoglicanos na diferenciacdo em condrdcitos, realizada apés 14 dias de inducéo

condrogénica.

Imunofenotipagem

Através da andlise de imunofenotipagem das CTM-CU obtidas ao término dos
cultivos em frasco spinner, Spinner-Wave,.,q € Waven.q, apresentada na Tabela 4,
verificou-se que a maior parte da populagcdo de células exibiu expressao negativa para
os marcadores CD14, CD31, CD34, CD45 e HLA-DR (< 3,0%) e expressao positiva
para CD29, CD44, CD73, CD90 (> 90,2%). Esses resultados mostram que as CTM-
CU, ap6s os cultivos estudados, mantiveram o comportamento de expressdo de
marcadores de superficie condizentes com o perfil esperado para células-tronco
mesenguimais (DOMINICI et al., 2006).

As CTM-CU apresentaram marcacdo do CD105 superior a 90% somente no
cultivo Spinnercs (91,2%). Os cultivos Spinner-Wavenea.cs, Wavenoedg.cs € Wavemoed:vac €
a condicdo da CTM-CU anterior aos cultivos (in0culo) apresentaram marcacao do
CD105 inferior a 90%.

O CD105 (endoglina) € uma glicoproteina marcadora da membrana celular
relacionado ao complexo TGF-B (fator de crescimento transformante-beta), atuando na
angiogénese (DUFF et al.,, 2003). A baixa marcacdo do CD105 é relacionada a
exposicdo da CTM-CU & enzima Tryple™10x durante o procedimento de digest&o dos
microcarregadores para recuperacao das células (BROWN et al., 2007; DOS SANTOS
et al., 2014; SIMOES et al., 2013).
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Dos Santos e colaboradores (2014) relataram a redugdo dos marcadores CD90
e CD105 para valores de 74% e 39% em CTMs de medula 0ssea recuperadas apos
cultivo em biorreator de tanque agitado, com agitacdo de 60 rpm e 20% de saturacdo
com ar. Contudo, essa condicao foi revertida apés expansao das células recuperadas

em frascoT, durante 5 dias, passando para 96% e 98% de expressao,
respectivamente (DOS SANTOS et al., 2014).

Tabela 4. Resultados da andlise de imunofenotipagem da CTM-CU na
condicdo anterior aos cultivos e obtida ao término dos cultivos em frasco Spinner,

Spinner-Wave,.q € Waveqq.

Marcador é;;grs]sdé% Scs Swuac SWiodics  Winodics  Whnod:mac

HLA-DR 1,0 0,4 0,3 1,4 0,4 0,6
CD14 0,0 0,0 0,0 0,9 0,0 0,2
CD29 92,8 99,7 99,2 94,9 99,3 94,6
CD31 0,0 0,2 1,2 0,4 0,4 15
CD34 1,8 3,0 1,8 0,0 1,6 0,1
CD44 96,8 99,0 98,9 91,4 99,0 90,2
CD45 0,0 0,0 0,6 0,0 0,0 0,2
CD73 90,2 99,7 98,5 93,5 98,9 93,7
CD90 99,5 99,2 99,4 95,4 97,8 97,6
CD105 84,1 91,2 84,3 86,2 89,4 73,4

100
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Figura 57. Andlise de diferenciagdo das CTM-CU obtidas ao término dos cultivos em frasco Spinner, Spinner-Wave, . € Wavenyoq.
Diferenciacdo em adipdcitos evidenciada pela coloragcdo com Sudan Il. Diferenciagdo em ostedcitos evidenciada pela coloragdo com nitrato de
prata 5%. Diferenciacdo em condrdcitos evidenciada pela coloragdo com Azul de alciano 1%. Magnificacdo: 100x (ostedcitos e condrécitos) e
200x (adipdcitos).

‘ Spinnercutispher-s ‘ | Spinnervac ‘ ‘Spinnel’-anGCultiSpher-s ‘ ‘ Wavecultispher-s ‘ ‘ Wavemas ‘

| Adipocitos
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Condrécitos
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Padroes de expressao génica global da CTM-CU coletada dos

cultivos em Biorreator Wave™ e frasco Spinner

O padré@o de expressao génica global das CTM-CU coletadas ao término dos
cultivos S2¢s, S2uac € Whoa3cs foi avaliado por andlise do tipo microcarray, tendo
como condicdo controle a CTM-CU expandida em frasco de cultura (modo 2D-
estatico).

No cultivo em frasco spinner com microcarregador CultiSpher-S®, S2cs, foram
obtidos 1.024 genes com regulac&o positiva e 1.038 genes com regulagdo negativa
(p < 0,05 e FC > 2,0). No cultivo em frasco spinner com microcarregador MAG, S2 yac,
foram registrados 607 genes com regulacdo positiva e 770 genes com regulagcao
negativa (p < 0.05 e e FC > 2,0). O cultivo no Biorreator Wave™ com microcarregador
CultiSpher-S®, W.43cs, apresentou 924 genes com regulagéo positiva e 836 genes
com regulagdo negativa (p < 0.05 e e FC > 2,0). Dentre esses genes, foram
registrados simultaneamente para os cultivos S2¢s, S2uac € Woa3cs, 519 genes com

regulacéo positiva e 670 com regulacdo negativa.

Conforme observado na Figura 58, considerando os cultivos S2c¢s, S2uac ©
W oa3cs, foram identificados genes com regulacdo positiva que estavam ligados aos
processos de adesdo celular, resposta inflamatéria, resposta imune, organizacdo da
matriz extracelular e producdo de colageno. Ja os genes com regulacdo negativa
estavam ligados, na sua maiorira, aos processos de crescimento celular, reparo e
organizagdo do material genético. A regulacdo negativa desse conjunto de genes
obtida nas CTM-CU dos cultivos S2¢s, S2uac € Wmoa3cs pode estar ligada ao fato de as
CTM-CU terem sido coletadas quando os cultivos ja se encontravam no periodo de
estagnacédo do crescimento, e comparadas as CTM-CU obtidas em modo 2D-estatico,
coletadas no periodo de crescimento exponencial, com velocidade especifica de
crescimento de 0,027 h*, fase em que a maquinaria celular est4d no auge de sua
atividade de sintese de material genético. Genes descritos como importantes
marcadores da condi¢éo funcional das CTMs, como NANOG, OCT4 e SOX2, nao
apresentaram diferenca significativa na expressao obtida entre as CTM-CU coletadas
nos cultivos S2cs, S2uac € Wnoa3cs, €cOm relacdo a condigdo controle em modo 2D-
estatico.

O gene FGF1, ligado & proliferagéo celular, apresentou regulacéo negativa de
-5,35 (S2cs), -4,11 (S2uac), € -5,41 (Wmoa3cs), respectivamente. O gene FOXM1, o
gual esté envolvido na regulagcéo do ciclo celular, apresentou regulacdo negativa de
-5,49 (S2cs), -3,23 (S2unc), € -2,88 (Wmoa3cs). CLSPN, XRCC3, XRCC2 e EID3 séo

exemplos de genes que estdo envolvidos no reparo do material genético. A menor
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5. RESULTADOS

regulacdo negativa desses genes foi de -5,49 (S2¢s), -2,35 (S2cs), -2,50 (S2uac) €
-2,58 (Wnmoa3cs), respectivamente.

Figura 58. Distribuicéo percentual de genes ligados as fungdes biolodgicas identificadas
da CTM-CU com (A) regulagéo negativa e (B) regulagdo positiva, obtidas nos cultivos
S2cs, S2uac € Whoa3cs, tendo como condi¢éo controle a CTM-CU expandida em modo
2D-estatico.

u Adesio celular (27,2%
® Diviséo celular (32,5%) B amsiovcalidar (21,25)

u Replicacdao de DNA
(21,4%)

# Reparo do DNA
(18,5%)

® Proliferacao celular
(15,6%)

u Regulagao do ciclo
celular (8,6%)

# Organizacao
cromossoémica (3,3%) ® Produgao de colageno

(11,2%)

u Resposta inflamatoria
(24,0%)

Resposta imune (21,6%)

® Organizacao da matriz
extracelular (16,0%)

As Tabelas 5, 6 e 7 apresentam a lista dos 50 genes com menor regulacao
negativa, obtidos no S2cs, S2uac € Wmoda3cs, respectivamente. A menor regulagao
negativa obtida nos cultivos S2¢s e S2uac foi apresentada pelo gene OXTR, com FC
de -15,38 e -15,15, respectivamente. O gene OXTR estéa relacionado com expressao
de receptor de quimiocina. No W ,,,43cs, 0 OXTR apresentou FC de -9,52 (quarto gene
com menor regulacdo negativa). Nesse cultivo, 0 gene DHRS9 apresentou a menor
regulacdo negativa, o qual esta relacionado a atividade do NAD e desidrogenases,
apresentando FC de -12,20. Nos cultivos S2¢s e S2uas, 0 DHRS9 apresentou FC de
-6,06 e -7,04, respectivamente.

A maior regulac&o positiva observada nos cultivos S2¢s e S2yas correspondeu
ao gene MMP3, com FC de 202,30 e 152,72 vezes, respectivamente. O MMP3 esta
relacionado aos processos de regulacdo da matriz extracelular. Esse aumento é
justificado pelo elevado grau de agregacédo de microcarregadores dos cultivos S2.s e
S2uas, N0 mMomento de coleta das CTM-CU. No W ,043cs, 0 MMP3 apresentou FC de

47,30 vezes, 0 segundo gene com maior regulagao positiva nesse cultivo.

No W ea3cs, 0 gene TNXB apresentou a maior regulagao positiva, com FC de
78,44 vezes. O TNXB ¢ ligado aos processos de formacédo de colageno. No S2¢s e
S2yac, 0 TNXB apresentou FC de 2,33 e 22,44 vezes, respectivamente. Evidenciando
gue, embora em fase ja avancada e com grande agregacdo, o cultivo no S2yac
permanecia com processo de formacédo de colageno, e em maior intensidade que no
S2cs. As Tabelas 8, 9 e 10 listam os 50 genes com maior regulagdo positiva nos

cultivos S2¢s, S2uac € Wmoda3cs.
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Tabela 5. Relacao dos 50 genes com menor regulacdo negativa apos cultivo da

CTM-CU em frasco Spinner com microcarregador CultiSpher-S®.

Down  Simbolo FC Logz(FC) Descri¢do
1 OXTR -15.42 -3.95 Homo sapiens oxytocin receptor (OXTR), mRNA[NM_000916]
Homo sapiens potassium channel, calcium activated
2 KCNN2 -14.33 -3.84 intermediate/small conductance subfamily N alpha, member 2
(KCNN2), transcript variant 1, mRNA[NM_021614]
3 CD177 -10.89 -3.44 Homo sapiens CD177 molecule (CD177), mRNA[NM_020406]
) ) Homo sapiens somatomedin B and thrombospondin, type 1
4 SBSPON 10.84 344 domain containing (SBSPON), mMRNA[NM_153225]
5 AN XA3 -10.78 -3.43 Homo sapiens annexin A3 (AN XA3), mRNA[NM_005139]
6 KRT19 -10.55 -3.40 Homo sapiens keratin 19, type | (KRT19), mMRNA[NM_002276]
) : Homo sapiens receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1
! NOIR . et (ROR1), transcript variant 1, mMRNA[NM_005012]
8 NOG -10.12 -3.34 Homo sapiens noggin (NOG), mRNA[NM_005450]
) : Homo sapiens receptor tyrosine kinase-like omphan receptor 1
9 R =l SRS (ROR1), transcript variant 1, mRNA[NM_005012]
10 CCDC85 914 319 Homo sapiens coiled-coil domain containing 85A (CCDC85A),
A ’ ’ mRNA[NM_001080433]
_ : Homo sapiens keratin 19 pseudogene 2 (KRT19P2), non-coding
11 KRT19P2 8.90 3.15 RNA[NR_036685]
i i Homo sapiens cell division cycle associated 7 (CDCA?7),
12 Chear 8.87 3.15 transcript variant 1, mRNA[NM_031942]
) ) Homo sapiens four and a half LIMdomains 1 (FHL1), transcript
. FHLL EREC S variant 4, mMRNA[NM_001159704]
14 PTX3 -8.82 -3.14 Homo sapiens pentraxin 3, long (PTX3), mMRNA[NM_002852]
: : Homo sapiens ribonucleotide reductase M2 (RRM2), transcript
15 RRM2 856 310 variant 2, mRNA [NM_001034]
) ) Homo sapiens receptor (chemosensory) transporter protein 3
16 RTP3 8.53 3.09 (RTP3), mMRNA[NM_031440]
: : Homo sapiens lamin B1 (LMNBL1), transcript variant 1, mRNA
17 LMNB1 8.06 3.01 [NM_005573]
18 ARHGAP 784 297 Homo sapiens Rho GTPase activating protein 23 (ARHGAP23),
23 o “ MRNA[NM_001199417]
: : : Homo sapiens small ILF3/NF90-associated RNA G2 (SN AR-
L SRIARER Yot/ s G2), small nuclear RNA[NR_024244]
) ) Homo sapiens MAP7 domain containing 3 (MAP7D3), transcript
20 MAP7D3 749 291 variant 3, nRNA[NM_001173517]
: : Homo sapiens myopalladin (MYPN), transcript variant 1, mRNA
21 MYPN 7.46 2.90 [NM_032578]
22 ACTG2 -7.37 -2.88 Homo sapiens cDNA, FLJ17257, [AK310215]
: : Homo sapiens thymidine kinase 1, soluble (TK1), mRNA
23 TK1 7.28 2.86 [NM_003258]
_ i Homo sapiens BRCAL interacting protein C-terminal helicase 1
24 BRIPL 725 286 (BRIP1), nRNA[NM_032043]
) _ Homo sapiens ubiquitin-ike with PHD and ring finger domains 1
2 Sl B0 250 (UHRF1), transcript variant 2, nRNA [NM_013282]
Homo sapiens thymidylate synthetase (TYMS), mRNA
26 TYMS -6.88 -2.78 [NM_001071]
_ _ Homo sapiens endothelin 1 (EDN1), transcript variant 1, mRNA
27 EDN1 6.83 2.77 [NM_001955]
i i Homo sapiens pregnancy specific beta-1-glycoprotein 8 (PSG8),
28 PSG8 6.82 2177 transcript variant 1, mMRNA[NM_182707]
_ _ Homo sapiens centromere protein | (CENPI), mMRNA
29 CENPI 6.81 2.77 [NM_006733]
i i Homo sapiens marker of proliferation Ki-67 (MKI67), transcript
30 MKI67 6.59 272 variant 1, mRNA[NM_002417]
Homo sapiens DNA meiotic recombinase 1 (DMC1), transcript
<k RHCTI i variant 1, mRNA[NM_007068]
i i Homo sapiens ZW10 interacting kinetochore protein (ZWINT),
32 ZWINT 6.52 2.70 transcript variant 2, mMRNA[NM_032997]
: : Homo sapiens cell division cycle associated 8 (CDCAS8),
£ DI g 20 transcript variant 2, mMRNA[NM_018101]
34 CEP55 6.26 265 Homo sapiens centrosomal protein 55kDa (CEP55), transcript

variant 1, mMRNA[NM_018131]
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35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

NCAPG

CDC20

STIL

DHRS9

UCP2

KIAA0101

ARHGAP
23

TPX2

FAM46B

FAMBGE
P

LZTS1

HIST1H4
C

CDKN3

GSG1

CENPF

PLCE1-
AS1

-6.14

-6.11

-6.08

-6.05

-6.05

-6.04

-6.00

-6.00

-5.96

-5.96

-5.93

-5.92

-5.92

-5.92

-5.87

-5.86

-2.62

-2.61

-2.60

-2.60

-2.60

-2.59

-2.59

-2.58

-2.58

-2.57

-2.57

-2.57

-2.57

-2.57

-2.55

-2.55

Homo sapiens non-SMC condensin | complex, subunit G
(NCAPG), transcript variant 1, mRNA[NM_022346]
Homo sapiens cell division cycle 20 (CDC20), mRNA
[NM_001255]

Homo sapiens SCL/TAL1 interrupting locus (STIL), transcript
variant 3, mMRNA[NM_001282936]

Homo sapiens dehydrogenase/reductase (SDR family) member
9 (DHRS9), transcript variant 3, nRNA[NM_001142270]
Homo sapiens uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton
carrier) (UCP2), mRNA[NM_003355]

Homo sapiens KIAA0101 (KIAA0101), transcript variant 1,
MRNA[NM_014736]

Homo sapiens Rho GTPase activating protein 23 (ARHGAP23),
MRNA[NM_001199417]

Homo sapiens TPX2, microtubule-associated (TPX2), mRNA
[NM_012112]

Homo sapiens family with sequence similarity 46, member B
(FAM46B), mMRNA[NM_052943]

Homo sapiens family with sequence similarity 86, member E,
pseudogene (FAM8B6EP), non-coding RNA [NR_024253]
Homo sapiens leucine zipper, putative tumor suppressor 1
(LZTS1), mMRNA[NM_021020]

Homo sapiens histone cluster 1, H4c (HIST1H4C), mRNA
[NM_003542]

Homo sapiens cyclin-dependent kinase inhibitor 3 (CDKN3),
transcript variant 1, mMRNA[NM_005192]

Homo sapiens gem cell associated 1 (GSG1), transcript variant
1, mMRNA[NM_031289]

Homo sapiens centromere protein F, 350/400kDa (CENPF),
MRNA[NM_016343]

Homo sapiens PLCE1 antisense RNA 1 (PLCE1-AS1), long
non-coding RNA[NR_033969]
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Tabela 6. Relacao dos 50 genes com menor regulacdo negativa apos cultivo da

CTM-CU em frasco Spinner com microcarregador MAG.

Down  Simbolo FC Logz(FC) Descrigao
1 OXTR -15.24 -3.93 Homo sapiens oxytocin receptor (OXTR), mRNA[NM_000916]
i i Homo sapiens cell division cycle associated 7 (CDCA7),
2 CDCA7 14.97 390 transcript variant 1, mMRNA[NM_031942]
3 CCDC85 14.78 .3.89 Homo sapiens coiled-coil domain containing 85A (CCDC85A),
A : : mRNA[NM_001080433]
) ) Homo sapiens distal-less homeobox 2 (DLX2), mRNA
4 DLX2 12.17 3.60 [NM_004405]
5 PTX3 -9.42 -3.24 Homo sapiens pentraxin 3, long (PTX3), mMRNA[NM_002852]
6 ANXA3 -9.32 -3.22 Homo sapiens annexin A3 (AN XA3), mRNA[NM_005139]
7 NOG -9.29 -3.22 Homo sapiens noggin (NOG), mRNA [NM_005450]
Homo sapiens potassium channel, calcium activated
8 KCNN2 -9.23 -3.21 intermediate/small conductance subfamily N alpha, member 2
(KCNN2), transcript variant 1, mRNA[NM_021614]
9 KRT19 -9.21 -3.20 Homo sapiens keratin 19, type | (KRT19), mRNA[NM_002276]
10 ALDH1A 895 316 Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 1 family, member Al
1 : : (ALDH1A1), mMRNA[NM_000689]
Homo sapiens ST6 (alpha-N-acetyl-neuraminyi-2,3-beta-
11 ST6GAL 776 296 galactosyl-1,3)-N-acetylgalactosaminide alpha-2,6-
NAC3 ’ ’ sialyltransferase 3 (ST6GALNAC3), transcript variant 2, mRNA
[NM_001160011]
B ) Homo sapiens inhibitor of DNA binding 4, dominant negative
12 D4 (e 2.95 helix-loop-helix protein (ID4), mMRNA[NM_001546]
: : Homo sapiens leucine rich repeat containing 2 (LRRC2), mMRNA
13 LRRC2 7.60 2.93 INM_024512]
14 KRT19P 746 290 Homo sapiens keratin 19 pseudogene 2 (KRT19P2), non-coding
2 o e RNA[NR_036685]
15 CD177 -7.42 -2.89 Homo sapiens CD177 molecule (CD177), nRNA [NM_020406]
i i Homo sapiens endothelin 1 (EDN1), transcript variant 1, mRNA
16 EDN1 7.32 2.87 [NM_001955]
Homo sapiens piccolo presynaptic cytomatrix protein (PCLO),
= PCLO ~L e transcript variant 2, mMRNA [NM_014510]
Homo sapiens somatomedin B and thrombospondin, type 1
18 SBSPON  -7.07 282 domain containing (SBSPON), mRNA[NM_153225]
: : Homo sapiens dehydrogenase/reductase (SDR family) member
— DlalRest [l 2'82 9 (DHRS9), transcript variant 3, mRNA[NM_001142270]
20 PLCEL1- 701 281 Homo sapiens PLCE1 antisense RNA 1 (PLCE1-AS1), long
AS1 ' ' non-coding RNA[NR_033969]
_ : Homo sapiens four and a half LIMdomains 1 (FHLZ1), transcript
e il Gk el variant 4, mMRNA[NM_001159704]
Homo sapiens inhibitor of DNA binding 1, dominant negative
22 ID1 -6.92 -2.79 helix-loop-helix protein (ID1), transcript variant 1, mRNA
[NM_002165]
) _ Homo sapiens nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3
2 MRS Bl oIl (NR4A3), transcript variant 4, mRNA [NM_173199]
Homo sapiens pregnancy specific beta-1-glycoprotein 8 (PSG8),
24 PSG8 -6.87 -2.78 franscript variant 1, mRNA[NM_182707]
_ : Homo sapiens solute carrier family 7, member 4 (SLC7A4),
25 SLC7A4 6.58 2.72 mRNANM_004173]
i i zinc finger protein 331 [Source:HGNC
26 ZNF33l 6.45 269 Symbol:Acc:HGNC:15489] [ENST00000509069)]
_ _ Homo sapiens centromere protein | (CENPI), mMRNA
27 CENPI 6.19 2.63 [NM_006733]
i i Homo sapiens lamin B1 (LMNB1), transcript variant 1, mRNA
28 LMNB1 6.15 2.62 [NM_005573]
Homo sapiens bone momphogenetic protein 4 (BMP4), transcript
=) BIMES L s variant 1, mRNA[NM_001202]
i i Homo sapiens receptor (chemosensory) transporter protein 3
30 RTP3 6.05 2.60 (RTP3), mMRNA[NM_031440]
31 ACTG2 -6.02 -2.59 Homo sapiens cDNA, FLJ17257, [AK310215]
Homo sapiens pregnancy specific beta-1-glycoprotein 8 (PSG8),
32 PSG8 -5.92 -2.57 transcript variant 1, mMRNA[NM_182707]
33 BCOR -5.81 -2.54 BCL6 corepressor [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:20893]
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34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

KCNJ13

UCpP2

TYMS

TK1

TENM2

ADARB1

SNAR-
G2
KBTBD1
1

CDCA8

FAM46B

PPP2R2
B

ARAP2

LRRTM3

GSG1

PKP2

ZWINT

OGFRL1

-5.76

-5.72

-5.69

-5.65

-5.64

-5.64

-5.61

=559

-5.52

-5.51

-5.50

-5.39

-5.38

-5.37

-5.36

-5.36

-5.23

-2.53

-2.52

-2.51

-2.50

-2.50

-2.50

-2.49

-2.48

-2.46

-2.46

-2.46

-2.43

-2.43

-2.43

-2.42

-2.42

-2.39

[ENST00000615339]

Homo sapiens potassium channel, inwardly rectifying subfamily
J, member 13 (KCNJ13), transcript variant 1, mRNA
[NM_002242]

Homo sapiens uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton
carrier) (UCP2), mMRNA[NM_003355]

Homo sapiens thymidylate synthetase (TYMS), mRNA
[NM_001071]

Homo sapiens thymidine kinase 1, soluble (TK1), mnRNA
[NM_003258]

Homo sapiens teneurin transmembrane protein 2 (TENM2),
MRNA[NM_001122679]

Homo sapiens adenosine deaminase, RNA-specific, B1
(AD ARBL1), transcript variant 4, non-coding RNA [NR_027673]
Homo sapiens small ILF3/NF90-associated RNA G2 (SN AR-
G2), small nuclear RNA[NR_024244]

Homo sapiens kelch repeat and BTB (POZ) domain containing
11 (KBTBD11), mMRNA[NM_014867]

Homo sapiens cell division cycle associated 8 (CDCAS8),
transcript variant 2, mMRNA[NM_018101]

Homo sapiens family with sequence similarity 46, member B
(FAM46B), mMRNA[NM_052943]

Homo sapiens protein phosphatase 2, regulatory subunit B, beta
(PPP2R2B), transcript variant 10, mMRNA[NM_001271948]
Homo sapiens ArfGAP with RhoGAP domain, ankyrin repeat
and PH domain 2 (ARAP2), mMRNA[NM_015230]

Homo sapiens leucine rich repeat transmembrane neuronal 3
(LRRTM3), transcript variant 1, mMRNA[NM_178011]
Homo sapiens germ cell associated 1 (GSG1), transcript variant
1, mMRNA[NM_031289]

Homo sapiens plakophilin 2 (PKP2), transcript variant 2b, mRNA
[NM_004572]

Homo sapiens ZW10 interacting kinetochore protein (ZWINT),
transcript variant 2, mMRNA[NM_032997]

Homo sapiens opioid growth factor receptor-like 1 (OGFRL1),
mRNA[NM_024576]
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Tabela 7. Relacao dos 50 genes com menor regulacdo negativa apos cultivo da

CTM-CU no Biorreator Wave'™ com microcarregador CultiSpher-S°.

Down Simbolo FC Logz(FC) Descricdo
_ _ Homo sapiens dehydrogenase/reductase (SDR family) member
L Dlalrsste L EHa 9 (DHRS9), transcript variant 3, mMRNA[NM_001142270]
i i Homo sapiens distal-less homeobox 2 (DLX2), mRNA
2 DLX2 11.84 3.57 [NM_004405]
) _ Homo sapiens cell division cycle associated 7 (CDCAY7),
s ey - i transcript variant 1, mMRNA[NM_031942]
4 OXTR -9.55 -3.25 Homo sapiens oxytocin receptor (OXTR), mMRNA[NM_000916]
Homo sapiens somatomedin B and thrombospondin, type 1
z SIERIEO wiln s domain containing (SBSPON), mRNA [NM_153225]
6 AN XA3 -9.21 -3.20 Homo sapiens annexin A3 (AN XA3), mRNA[NM_005139]
Homo sapiens inhibitor of DNA binding 1, dominant negative
7 ID1 -8.88 -3.15 helix-loop-helix protein (ID1), transcript variant 1, mRNA
[NM_002165]
8 CD177 -8.63 -3.11 Homo sapiens CD177 molecule (CD177), mMRNA[NM_020406]
: _ Homo sapiens leucine rich repeat containing 2 (LRRC2), mMRNA
9 LRRC2 8.57 3.10 INM_024512]
) i Homo sapiens leucine rich repeat containing 2 (LRRC2), mRNA
10 LRRC2 8.47 3.08 INM_024512]
11 PTX3 -7.88 -2.98 Homo sapiens pentraxin 3, long (PTX3), mRNA [NM_002852]
Homo sapiens inhibitor of DNA binding 4, dominant negative
12 D4 82 297 helix-loop-helix protein (ID4), MRNA [NM_001546]
K _ Homo sapiens myosin, light chain 10, regulatory (MYL10),
13 MYL10 7.56 2.92 mRNA[NM_138403]
i i Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 1 family, member Al
14 ALDHIAL -~ -7.50 291 (ALDH1AL), MRNA [NM_000689]
i _ Homo sapiens peptidyl arginine deiminase, type | (PADI1),
15 PADI1 7.35 2.88 MRNANM_013358]
i } Homo sapiens dual specificity phosphatase 2 (DUSP2), mRNA
16 DUSP2 7.26 2.86 [NM_004418]
Homo sapiens NOTCH-regulated ankyrin repeat protein
| bumsee il 2 (NRARP), mRNA [NM_001004354]
i } Homo sapiens centromere protein | (CENPI), mRNA
18 CENPI 7.13 2.83 [NM_006733]
) _ Homo sapiens guanylate binding protein 4 (GBP4), mRNA
19 GBP4 6.92 2.79 [NM_052941]
20 NOG -6.53 -2.71 Homo sapiens noggin (NOG), mRNA [NM_005450]
: ) Homo sapiens centromere protein | (CENPI), mRNA
21 CENPI 6.17 2.63 [NM_006733]
) ) Homo sapiens myopalladin (MYPN), transcript variant 1, mRNA
22 MYPN 6.12 261 [NM_032578]
Homo sapiens potassium channel, calcium activated
23 KCNN2 -6.08 -2.60 intermediate/small conductance subfamily N alpha, member 2
(KCNN2), transcript variant 1, mRNA[NM_021614]
) ) Homo sapiens solute carrier family 7, member 4 (SLC7A4),
24 SLC7A4 5.99 258 MRNA[NM 004173]
) _ Homo sapiens centrosomal protein 55kDa (CEP55), transcript
=3 2 R 2 variant 1, mMRNA[NM_018131]
) ) Homo sapiens lin-7 homolog A (C, elegans) (LIN7A), mRNA
26 LIN7A 5.86 255 [NM_004664]
Homo sapiens dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1
& DI iy R (DKK1), mRNA[NM_012242]
) ) Homo sapiens high mobility group box 2 (HMGB2), transcript
28 HMGB2 581 254 variant 1, mRNA[NM_002129]
: ) Homo sapiens pregnancy specific beta-1-glycoprotein 8 (PSG8),
) e S 20 transcript variant 1, mRNA[NM_182707]
) ) Homo sapiens coiled-coil domain containing 85A (CCDC85A),
30 CCDC85A 5.44 244 mRNA[NM_001080433]
Homo sapiens NIMA-related kinase 2 (NEK2), transcript variant
31 NEK2 -5.43 -2.44 1, MRNA[NM_002497]
Homo sapiens fibroblast growth factor 1 (acidic) (FGF1),
32 FGF1 -5.41 -2.44 transcript variant 1, mRNA [NM_000800]
33 BRIP1 -5.38 -2.43 Homo sapiens BRCAL interacting protein C-terminal helicase 1
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34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

LMNB1

UCpP2

E2F8

PLCE1-
AS1

ZNF331

LUZP1

PSG8

RTP3

ANLN

DEPDC1B

SNAR-G2

NPPB

BIRC5

TRPC4

LZTS1

YWH AE

CDCAS8

-5.35

-5.28

-5.26

-5.17

-5.13

-5.07

-5.06

-5.05

-5.04

-5.04

-5.04

-5.01

-4.94

-4.93

-491

-4.90

-4.89

-2.42

-2.40

-2.40

-2.37

-2.36

-2.34

-2.34

-2.34

-2.33

-2.33

-2.33

-2.33

-2.30

-2.30

-2.30

-2.29

-2.29

(BRIP1), mMRNA[NM_032043]
Homo sapiens lamin B1 (LMNBL1), transcript variant 1, mRNA
[NM_005573]
Homo sapiens uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton
carrier) (UCP2), mMRNA[NM_003355]
Homo sapiens E2F transcription factor 8 (E2F8), transcript
variant 1, mRNA [NM_024680]
Homo sapiens PLCE1 antisense RNA 1 (PLCE1-AS1), long
non-coding RNA[NR_033969]
zinc finger protein 331 [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:15489] [ENST00000509069]
leucine zipper protein 1 [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:14985] [ENST00000314174]
Homo sapiens pregnancy specific beta-1-glycoprotein 8 (PSG8),
transcript variant 1, mMRNA[NM_182707]
Homo sapiens receptor (chemosensory) transporter protein 3
(RTP3), mMRNA[NM _031440]
Homo sapiens anillin, actin binding protein (ANLN), transcript
variant 1, mMRNA[NM_018685]
Homo sapiens DEP domain containing 1B (DEPDC1B),
transcript variant 1, mMRNA [NM_018369]
Homo sapiens small ILF3/NF90-associated RNA G2 (SN AR-
G2), small nuclear RNA[NR_024244]
Homo sapiens natriuretic peptide B (NPPB), mRNA
[NM_002521]
Homo sapiens baculoviral IAP repeat containing 5 (BIRC5),
transcript variant 3, mMRNA[NM_001012271]

Homo sapiens transient receptor potential cation channel,
subfamily C, member 4 (TRPCA4), transcript variant alpha,
MRNA[NM_016179]

Homo sapiens leucine zipper, putative tumor suppressor 1
(LZTS1), mMRNA[NM_021020]
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, epsilon [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:12851] [ENST00000576854]
Homo sapiens cell division cycle associated 8 (CDCAS),
transcript variant 2, mMRNA[NM_018101]
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Tabela 8. Relagdo dos 50 genes com maior regulacéo positiva apos cultivo da

CTM-CU em frasco Spinner com microcarregador CultiSpher-S®.

Up Simbolo FC Logz(FC) Descri¢do
1 wws 20230 7es  Nomosaperemabkmemopenithee Guonchsn
5 NPR3 8553 6.42 Homo sapiensvg;ail;rinlirf‘ti;Ee'\ﬁ)gcésl\r/le_coeggroigg’]R?)), transcript
s Fawsc 7ol ea  emossmermiyuih seencesimiam oo memberc
s WosTL sso1 e Lmosanerepmnouie puessnne 10
5 MMP10 4919 562 Homosaplen(sMnlc/laltjt%)r’nrith:\?K(mt,lﬂdfggzlélozés]tromers|n 2)
6 HTRA3 48.42 5.60 Homo sapiensV:rtigbr\]?i,riPneRpl\tleXtE,c\ililﬂs_eoasélngl?]AB), transcript
T wodumL 4ses ss1  Memasapers hoowstrad (bem deviogenises
8 NPTX1 4110 536 Homo sapiens neur[lcilnﬁl_gggtéezqg? I (NPTX1), mRNA
9 MYBPH 3856 5.07 Homo sapiens my05|n['t\)l|'r\1/|(i|884|:ggt7e]ln H (MYBPH), mRNA
o kowpz Gz sz5 TS pomsum chave oiage gaed s e
11 PFAV1 32.66 503 Homo sapiens platele[t,\:?/cl:_t%rozégggf\nt 1 (PF4V1), mRNA
12 IGEBP5 2738 478 Homo saplerzlscslr';thgg)illrI;eRgl\zoAV\Ew'\;zicgggglgnsg|ng protein 5
13 LSAMP 2731 477 Homo sapiens( Illgﬁt\)ll\/(lz Ff,)),/sr;eénldzs[?\lo&i_a(t)%% rSnS%r?brane protein
14 FDCSP 26.88 475 Homo sapiens folllculertT:gﬁrxi[n’\fll\rjlfigzsgg;?ted protein (FDCSP),
Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma
15 CXCL1 26.84 4.75 growth stimulating activity, alpha) (CXCL1), transcript variant 1,
_ MRNA[NM_001511] _
16 COLEC10 24.69 463 Homo saplen?gglll_eEcct:lrig)u’%Emiy[&wﬁg%%rfg%](c-type lectin)
17 CHRDL2 2467 4.62 chordin-like 2 [So?é?\les:ﬁgglo%%y%ggg?mﬂGNC:24168]
s uva 276 a5 Mmessheslmdolmbpoin X1 S poen
19 SULE2 2344 455 Homo sapiens sulfatase [ZI\I(SiJOngzgét;?nscnpt variant 1, mRNA
20 ITGB8 23.44 455 Homo sapiens integrin, beta 8 (ITGB8), MRNA[NM_002214]
21 NPR3 2223 4.47 Homo sapiens n\?;:li;:]ettlzc, pr:egﬂlcf[’r\le’\(/:i%?(;go(gl\]lPR3), transcript
29 PRL 2153 4.43 Homo sapiens prolactl[r:\l('\;’i?ol_gbgzg]scnpt variant 1, mRNA
23 IGFL 2051 436 e et 4, MRNANM, 000618]
24 GPC6 19.58 4.29 Homo sapiens glypican 6 (GPC6), mMRNA[NM_005708]
25 MMPL 880 A2 wansetptvariant 1 mRNAIM 002421
26 COL4AG 18.49 491 Homo sapiens Sglrlggni%,%plgll\l\g Fl\llwfoge()gﬂf%)’ transcript
o1 WA s ago  POmoslersmaoflia s uiens (A0
e TNFRGRL ez 4z0  MOmOsapens tmornecoss et cepio s
29 HSD17B2 1830  4.19 2l Sap'e?HSgﬁ?gg}‘;gﬂﬂ;ﬁi‘g&gggfr°ge”ase 2
0 cocode 17ss a1y MOTOSaers CEcacum dependentmap conanig
Homo sapiens v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma
31 MAF 17.55 4.13 oncogene homolog (MAF), transcript variant 2, mRNA

[NM_001031804]
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32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42
43
44
45
46

47

48

49

50

C1s

CPZ

FBX0O32

SSTR2

HLA-B

ST8SIA4

TREM1

CILP

PLAT

CHI3L2

IL13RA2
G0S2
C3
SYT4
SPINK4

DCN

EHF

CLU

COL4A6

17.35

16.92

16.79

16.69

16.44

15.19

14.82

14.72

14.70

14.59

14.57
14.35
14.32
13.74
13.04

12.90

12.86

12.70

12.55

4.12

4.08

4.07

4.06

4.04

3.93

3.89

3.88

3.88

3.87

3.86
3.84
3.84
3.78
3.70

3.69

3.68

3.67

3.65

Homo sapiens complement component 1, s subcomponent
(C1S), transcript variant 2, MRNA[NM_001734]
Homo sapiens carboxypeptidase Z (CPZ), transcript variant 3,
mRNA[NM_001014448]
Homo sapiens F-box protein 32 (FBXO32), transcript variant 1,
MRNA[NM_058229]
Homo sapiens somatostatin receptor 2 (SSTR2), mMRNA
[NM_001050]
Homo sapiens major histocompatibility complex, class |, B
(HLA-B), mMRNA[NM_005514]

Homo sapiens ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-
sialyltransferase 4 (ST8SIA4), transcript variant 1, mRNA
[NM_005668]

Homo sapiens triggering receptor expressed on myeloid cells 1
(TREM1), transcript variant 1, mRNA[NM_018643]
Homo sapiens cartilage intermediate layer protein, nucleotide
pyrophosphohydrolase (CILP), mMRNA[NM_003613]
Homo sapiens plasminogen activator, tissue (PLAT), transcript
variant 1, mMRNA [NM_000930]

Homo sapiens chitinase 3-like 2 (CHI3L2), transcript variant 3,
mMRNA[NM_001025199]

Homo sapiens interleukin 13 receptor, alpha 2 (IL13RA2),
mRNA[NM_000640]

Homo sapiens GO/G1 switch 2 (G0S2), mRNA[NM_015714]
Homo sapiens complement component 3 (C3), mMRNA
[NM_000064]

Homo sapiens synaptotagmin IV (SYT4), mMRNA[NM_020783]
Homo sapiens serine peptidase inhibitor, Kazal type 4
(SPINK4), nRNA[NM_014471]

Homo sapiens decorin (DCN), transcript variant AL, mRNA
[NM_001920]

Homo sapiens ets homologous factor (EHF), transcript variant 2,
MRNA[NM_012153]

Homo sapiens clusterin (CLU), transcript variant 1, mnRNA
[NM_001831]
collagen, type 1V, alpha 6 [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:2208] [ENST00000461897]
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Tabela 9. Relagdo dos 50 genes com maior regulacéo positiva apos cultivo da

CTM-CU em frasco Spinner com microcarregador MAG.

Up Simbolo FC Logz(FC) Descrigao
Homo sapiens matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1,
L L) e (= progelatinase) (MMP3), mRNA[NM_002422]
Homo sapiens natriuretic peptide receptor 3 (NPR3), transcript
2 NPR3 57.16 584 variant 1, mRNA[NM_001204375]
Homo sapiens myosin binding protein H (MYBPH), mRNA
3 MYBPH 49.85 5.64 [NM_004997]
Homo sapiens ets homologous factor (EHF), transcript variant 2,
4 EHF 47.07 5.56 mRNA[NM 012153]
Homo sapiens interleukin 24 (IL24), transcript variant 3, mRNA
5 IL24 46.17 5.53 [NM_001185156]
Homo sapiens hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1
6 HSD11Bl  45.14 550 (HSD11B1), transcript variant 2, mMRNA[NM_181755]
Homo sapiens matrix metallopeptidase 10 (stromelysin 2)
! MMP10 4388 546 (MMP10), mMRNA[NM_002425]
Homo sapiens family with sequence similarity 65, member C
8 FAMBSC 3748 523 (FAM65C), transcript variant 2, nRNA[NM_001290268]
Homo sapiens insulin-like growth factor binding protein 5
2 ICE RS EEALE RS (IGFBP5), mRNA [N M_000599]
Homo sapiens CUB domain containing protein 1 (CDCP1),
10 CDCP1 3185 4.99 transcript variant 1, mRNA[NM_022842]
Homo sapiens neuronal pentraxin | (NPTX1), mRNA
11 NPTX1 30.29 492 [NM_002522]
Homo sapiens serine peptidase inhibitor, Kazal type 4
12 SPINK4 28.06 481 (SPINK4), mMRNA[NM_014471]
Homo sapiens heparan sulfate (glucosamine) 3-O-
LY REssIL o 2ial A sulfotransferase 1 (HS3ST1), MRNA[NM_005114]
Homo sapiens matrix metallopeptidase 1 (interstitial
14 MMP1 2561 468 collagenase) (MMP1), transcript variant 1, mMRNA[NM_002421]
Homo sapiens sermin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin),
= SN N member 3 (SERPINB3), mMRNA[NM_006919]
Homo sapiens plasminogen activator, tissue (PLAT), transcript
16 PLAT 2483 463 variant 1, mRNA [NM_000930]
Homo sapiens tenascin XB (TNXB), transcript variant XB-S,
17 TNXB 22.44 4.49 mRNA[NM_032470]
18 THBD 21.08 4.40 Homo sapiens thrombomodulin (THBD), mMRNA[NM_000361]
Homo sapiens insulin-like growth factor 1 (somatomedin C)
- kel A e (IGF1), transcript variant 4, mRNA [NM_000618]
Homo sapiens HtrAserine peptidase 3 (HTRA3), transcript
20 HTRA3 18.90 4.24 variant 1, mRNA[NM_053044]
Homo sapiens natriuretic peptide receptor 3 (NPR3), transcript
21 NPR3 1848 421 variant 2, mRNA [NM_000908]
Homo sapiens solute carrier family 7 (cationic amino acid
22 SLC7A2 17.99 417 transporter, y+ system), member 2 (SLC7A2), transcript variant
2, mMRNA[NM_001008539]
Homo sapiens ST6 beta-galactosamide alpha-2,6-
23 ST6GAL2 17.57 4.13 sialyltranferase 2 (ST6GAL2), transcript variant 1, mRNA
[NM_032528]
Homo sapiens serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin),
24 SERPINB4 17.43 412 member 4 (SERPINBA4), transcript variant 1, mRNA
[NM_002974]
Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma
25 CXCL1 16.13 4.01 growth stimulating activity, alpha) (CXCL1), transcript variant 1,
MRNA[NM_001511]
Homo sapiens chymotrypsin-like elastase family, member 2A
26 CELAZA 15.54 3.96 (CELA2A), mMRNA[NM_033440]
Homo sapiens triggering receptor expressed on myeloid cells 1
2y TREML L=t ERE (TREML1), transcript variant 1, nRNA [NM_018643]
Homo sapiens comichon family AMP A receptor auxiliary protein
28 CNIH3 14.73 388 3 (CNIH3), MRNA[NM_152495]
Homo sapiens collectin sub-family member 10 (C-type lectin)
e (COLEC10), mRNA [NM_006438]
30 FDCSP 14.46 3.85 Homo sapiens follicular dendritic cell secreted protein (FDCSP),
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31
32
33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

PF4V1
GPC6
KCND2

HSD17B2

FAM167A

HLA-B

SLC22A3

ACKR4

COL4A6

PAPPA

SVIL

MTSS1

ST8SIA4

LNX1

HSPB3

HTRA1

CD82

TFPI2

PTGS2

HLA-B

13.76
13.60
13.01

12.60

12.51

11.92

11.13

11.02

10.83

10.70

10.62

10.56

10.49

10.33

10.05

10.03

9.99

9.92

9.88

9.58

3.78
3.77
3.70

3.66

3.65

3.57

3.48

3.46

3.44

3.42

341

3.40

3.39

3.37

3.33

3.33

3.32

3.31

3.30

3.26

MRNA[NM_152997]
Homo sapiens platelet factor 4 variant 1 (PF4V1), mRNA
[NM_002620]

Homo sapiens glypican 6 (GPC6), mMRNA[NM_005708]
Homo sapiens potassium channel, voltage gated Shal related
subfamily D, member 2 (KCND2), mMRNA[NM_012281]
Homo sapiens hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2
(HSD17B2), mRNA[NM_002153]

Homo sapiens family with sequence similarity 167, member A
(FAM167A), mRNA[NM_053279]

Homo sapiens major histocompatibility complex, class |, B
(HLA-B), mnRNA[NM_005514]

Homo sapiens cDNA FLJ39661 fis, clone SMINT2007101,
[AK096980]

Homo sapiens atypical chemokine receptor 4 (ACKR4),
transcript variant 1, mRNA [NM_178445]

Homo sapiens collagen, type 1V, alpha 6 (COL4A6), transcript
variant B, mMRNA[NM_033641]

Homo sapiens pregnancy-associated plasma protein A,
pappalysin 1 (PAPPA), mMRNA[NM_002581]

Homo sapiens supenvillin (SVIL), transcript variant 2, mRNA
[NM_021738]

Homo sapiens metastasis suppressor 1 (MTSS1), transcript
variant 2, mMRNA[NM_014751]

Homo sapiens ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-
sialyltransferase 4 (ST8SIA4), transcript variant 1, mRNA
[NM_005668]

Homo sapiens ligand of numb-protein X 1, E3 ubiquitin protein
ligase (LNX1), transcript variant 2, nRNA[NM_032622]
Homo sapiens heat shock 27kDa protein 3 (HSPB3), mRNA
[NM_006308]

Homo sapiens HtrA serine peptidase 1 (HTRAL), mRNA
[NM_002775]

Homo sapiens CD82 molecule (CD82), transcript variant 1,
MRNA[NM_002231]

Homo sapiens tissue factor pathway inhibitor 2 (TFPI2),
transcript variant 1, mRNA[NM_006528]

Homo sapiens prostaglandin-endoperoxide synthase 2
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) (PTGS2),
mRNA[NM_000963]
major histocom patibility complex, class |, B [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:4932] [ENSTO0000466304]
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Tabela 10. Relagdo dos 50 genes com maior regulagao positiva apos cultivo da

CTM-CU no Biorreator Wave'™ com microcarregador CultiSpher-S°.

Up Simbolo FC  Logz(FC) Descrigao
1 TNXB 78.44 6.29 Homo sapiens tena;CQN);B[I\(ITI\LI\I_)(()%)Z’AE%?SCript variant XB-S,
2 wws a0 sss  MoTOsapersmanmedlorepiieed e
o wsisT 20e a0 Cmosanersiepamnoulte Quosane oo
4 PLAT 27 59 4.79 Homo sapiens p\l/g?irgr;r;ci?i:slc\:ltxlfl’\tlc')\;,_%sosbuge3$LAT), transcript
5 MYBPH 2406 459 Homo sapiens myosin[’t\Jlip/l(iigg‘lpgrg;?in H (MYBPH), mRNA
6 CNIH3 21.81 4.45 Homo sapiens cgr(né&tmn;fmil__leyNAAl\/[IE,:\A_ri%ezp‘)ltggﬁuﬂIiary protein
7 MTSS1 2157 443 Homo sapiensvrgﬁ;ansttg?i;sRu'\?gr[ﬁls&igig/gls]Sl), transcript
s cocei lean 4p  MOTOSSErS CUBdoman conangmoien LICOCRD
9 SVIL 15.85 3.99 Homo sapiens supervlll[lpllsﬂs_\cl)llz_)l,Yt;%r;scnpt variant 2, mRNA
10 FaMesC 1546 395 O ot veriant 2. mRNAINM 001760268
11 SPINK4 1492  3.90 FHomo sapi‘?ggﬁ'\leng r%elgma[sﬁ,\;'lgﬂzgﬁaza' type 4
12 FDCSP 14.68 3.88 Homo sapiens foIIicuIer::gﬁT[ril\lti'&_cigzsgg;?ted protein (FDCSP),
13 HSPB3 14.59 3.87 Homo sapiens heat shﬁﬁlli\ﬂizlgté%ggc])tein 3 (HSPB3), mMRNA
14 HSDLBL 1445 385 e a2, mRNAINM 161755
Homo sapiens ChaC glutathione-specific gamma-
15 CHAC1 14.29 3.84 glutamyicyclotransferase 1 (CHAC1), transcript variant 1, mRNA
_ [NM_024111] : _
16 EHE 14.26 3.83 Homo sapiens efs homn’lol:licl)\?AOL[jlfl ll:ﬂa_c(t)cirz(g—él]:), transcript variant 2,
17 CELA2A 1352 3.76 Homo sapiens(éhé/[n:;%?srri]n;’i\ll(z [e':\llaltﬂsi%sszzaﬂ)i]ly, member 2A
18 THBD 12.71 3.67 Homo sapiens thrombomodulin (THBD), mMRNA[NM_000361]
19 R 1215 geo  Momoslruinike g e consimen O
20 COLEC10 11.92 358 Homo sapleniccglll_eEcct:lrig)Lftr)r;fl;arlll\'iy[’r\lnl\jir(l)%eesr‘l].s%](c-type lectin)
2 TREML 117 ass  PmOsmosemgecplr e on e sl
22 WDLR 11e1 ase  MOTOSSREieniowdersiylpoaien cepor (LELR)
e T
o IL13RA?  11.33 350 Homo sapiens |nterrTI]eRulll<|£\1[h3Nriggggjib?lpha 2 (IL13rRA2),
25 AD M2 11.12 3.48 Homo sapiens adren;n&z?{l&nj_égﬁgﬂééi transcript variant 1,
26 GDF15 10.95 3.45 Homo sapiens growth dlfifsr'\iiggi%réi?ctor 15 (GDF15), mRNA
o1 s 1087 sas  Momosaes aolen e iy enber o0
28 Aislo 1052 o3y Momoswers adoen educsee ik menber oio
29 SYNDIGL 996 3.32 Homo sapiens syna;r)sglgif?&eafggzgég?ucmg 1 (SYNDIG1),
30 MGP 976 399 Homo sapiens martrr]léﬁf[ﬁr&t_e(l)gf\lﬂgfgééganscrlpt variant 1,
31 HTRAL 954 3.25 Homo sapiens HtrA serine peptidase 1 (HTRAL), mRNA

[NM_002775]
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32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

CXCL1

ST6GAL2

KIAA1644

CHAC1

STEAP1

MMP1

ASS1

SLC7A2

NUPR1

SGCG

SPRY1

PMCH

RASSF2

CRLF1

HTR2B

PLA2GAC

SORBS2

IGFBPS

CSTA

9.27

9.19

9.04

8.85

8.75

8.45

8.27

8.24

7.91

7.82

7.78

7.65

7.63

7.62

7.51

7.44

7.22

7.15

7.10

3.21

3.20

3.18

3.15

3.13

3.08

3.05

3.04

2.98

2.97

2.96

2.94

2.93

2.93

291

2.89

2.85

2.84

2.83

Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma
growth stimulating activity, alpha) (CXCL1), transcript variant 1,
mRNA[NM_001511]

Homo sapiens ST6 beta-galactosamide alpha-2,6-
sialyltranferase 2 (ST6GAL?2), transcript variant 1, mRNA
[NM_032528]

Homo sapiens KIAA1644 (KIAAL1644), mRNA[NM_001099294]
Homo sapiens ChaC glutathione-specific gamma-
glutamylicyclotransferase 1 (CHACL1), transcript variant 1, mRNA
[NM_024111]

Homo sapiens six transmembrane epithelial antigen of the
prostate 1 (STEAP1), mMRNA[NM_012449]

Homo sapiens matrix metallopeptidase 1 (interstitial
collagenase) (MMP1), transcript variant 1, mRNA[NM_002421]
Homo sapiens argininosuccinate synthase 1 (ASS1), transcript
variant 1, mRNA [NM_000050]

Homo sapiens solute carrier family 7 (cationic amino acid
transporter, y+ system), member 2 (SLC7A2), transcript variant
2, mMRNA[NM_001008539]

Homo sapiens nuclear protein, transcriptional regulator, 1
(NUPR1), transcript variant 1, mRNA[NM_001042483]
Homo sapiens sarcoglycan, gamma (35kDa dystrophin-
associated glycoprotein) (SGCG), mMRNA[NM_000231]
Homo sapiens sprouty homolog 1, antagonist of FGF signaling
(Drosophila) (SPRY1), transcript variant 2, mMRNA[NM_199327]
Homo sapiens pro-melanin-concentrating hormone (PMCH),
MRNA[NM_002674]

Homo sapiens Ras association (RalGDS/AF-6) domain family
member 2 (RASSF2), transcript variant 1, mMRNA[NM_014737]
Homo sapiens cytokine receptor-like factor 1 (CRLF1), mRNA
[NM_004750]

Homo sapiens 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2B, G
protein-coupled (HTR2B), mRNA[NM_000867]

Homo sapiens phospholipase A2, group IVC (cytosolic, calcium -
independent) (PLA2G4C), transcript variant 1, mRNA
[NM_003706]

Homo sapiens sorbin and SH3 domain containing 2 (SORBS?2),
transcript variant 2, MRNA[NM_021069]

Homo sapiens insulin-like growth factor binding protein 5
(IGFBP5), mRNA [N M_000599]

Homo sapiens cystatin A (stefin A) (CSTA), mRNA
[NM_005213]
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5.8. Vesiculas extracelulares coletadas do meio condicionado derivado

da CTM-CU nos cultivos em Biorreator Wave™ e frasco Spinner

A Figura 59 apresenta a distribuicdo de diametros das vesiculas extracelulares
coletadas ao término dos cultivos Wpoa3cs, Wmoddes, Slwac, S2wac, Wmoalwac €
W moa2vac © também das vesiculas extracelulares coletadas em cultivo da CTM-CU em
frasco de cultura (2D, modo estético). Entre os cultivos analisados, os cultivos em 3D,
Winoa3cs, Wmoddes, Swacl, Swac2, Wmodlwac € Whod2was, S€ destacam pela maior
concentracao de vesiculas extracelulares coletadas do sobrenadante dos reatores ao
término da operacdo, quando comparados a concentracdo de VEsS coletadas em
cultivo 2D-estatico.

A maior producdo de VEs em culturas 3D foi relatada em estudo de Haraszti e
colaboradores (2018), onde obtiveram do sobrenadante coletado de cultura da CTM-
CU em frasco spinner, uma raz&o entre o0 nUmero de exossomos (diametro entre 40-
150 nm) por célula 140 vezes maior no cultivo da CTM-CU em 3D quando comparado
ao cultivo 2D (HARASZTI et al., 2018). Em outro estudo, Cha e colaboradores (2018)
apresentaram producdo de VEs por célula 100 vezes maior em cultivo de CTMs em

esferdides comparado ao cultivo 2D.

Apesar do menor fator de expansao celular dentre os cultivos analisados, 0s
cultivos W noalwac € Wiod2wac @presentaram a maior estimativa da razao entre nimero
de vesiculas extracelulares coletadas por numero de células ao término do cultivo,
sendo de 4,87 e 4,37 x 10° VEs/cel para 0 Wnoalyas € Wmoa2was, respectivamente.
Destas, obteve-se respectivamente 9,04 e 7,07 x 10* VEs/cel (18,6 e 16,2 % do total),
com didmetro entre 40-150 nm, didmetros que caracterizam exossomos. Esse
percentual de paticulas coletadas com diametro na faixa dos exossomos foi 0 menor
dentre os cultivos analisados (Figura 60).

Nos cultivos W nogluac € Wmoa2uac, 0 maior percentual de VES se encontrou na
faixa entre 150 e 450 nm, representando, respectivamente, 76,2 e 73,8% do total de
VEs. Os cultivos Slyaxs € S2uas apresentaram, respectivamente, 1,34 e 0,61 x 10*
VEs/cel com diametro entre 40-150 nm. Esses valores representaram 42,1 e 32,7% do
total de particulas coletadas, respectivamente. Para essa faixa de diametro de
particulas, no cultivo W ,,43cs obteve-se 2,94 x 10* VEs/cel, representando 23,1 % do
total de VEs. No cultivo W ,.44cs Obteve-se 3,15 x 10* VEs/cel, representando 41,2 %
do total de VEs.
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Figura 59. Distribuicdo de diametros das vesiculas extracelulares coletadas ao término

dos cultivos Woa3cs, Wmoddes, Sluac: S2uwac: Wmoalwac € Wimoa2uac € €m cultivo da
CTM-CU em modo 2D-estatico.
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5. RESULTADOS

Figura 60. (A) Estimativa do numero de vesiculas extracelulares coletadas (O-
1000 nm) por numero de células ao término dos cultivos Slyac, S2vac, Wmodluacs
W noa2mac, Winod3cs € Wioddes, € em cultivo da CTM-CU em modo 2D-estético. (B)
Estimativa do nimero de exossomos coletados (40-150 nm) por nimero de células ao
término dos cultivos Slyac, S2wac: Wmodlmacs Wmoa2mas, Wmoa3cs € Wioddes € €m

cultivo da CTM-CU em modo 2D-estatico.
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O maior percentual de VEs com didmetro entre 40-150 nm foi obtido no
sobrenadante do cultivo da CTM-CU em 2D, o qual apresentou 0,39 x 10" VEs/cel,
representando 97,3 % do total de vesiculas extracelulates coletadas.

O numero e o conteudo das vesiculas extracelulares liberadas pelas CTMs
estdo intimamente ligados as condi¢cdes do ambiente onde as células se encontram
(LIN; DU, 2018; MONSEL et al., 2017). Nos cultivos W ogluac € Wod2wac @ frequéncia
e intensidade dos depésitos de microcarregadores na superficie lateral da Cellbag
(regido de borda liquido-gas) foram maiores quando comparados aos cultivos W ,043cs
e Whoddcs €, logicamente, inexistentes nos cultivos em frasco spinner (Slyac € S2uac)
e em 2D. Esse processo pode ter provocado uma condicdo de estresse nas CTM-CU,
induzindo a maior liberacéo de VESs.
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6.1. Problemas enfrentados no cultivo da CTM-CU em biorreator com

movimento ondulatdrio - Depdésitos de Microcarregadores na Cellbag

O biorreator com movimento ondulatério se mostrou efetivo no cultivo de
células em suspensdo, como células CHO (CLINCKE et al., 2013) e células S2
(DECARLI et al., 2018). Esse modelo de biorreator também se mostrou efetivo para o
cultivo de células Vero ancoradas no microcarregador Cytodex 1°, apresentando nivel
de crescimento e comportamento metabdlico semelhante ao obtido em biorreator de
tanque agitado (THOMASSEN et al., 2012). Contudo, no cultivo de CTMs, o biorreator
com movimento ondulatério apresenta problemas operacionais ligados principalmente

a deposicdo de microcarregadores no filme interno da Cellbag.

O cultivo da CTM-CU no biorreator com movimento ondulatério utilizando a
Cellbag em posicdo normal de operacdo, conforme é recomendada pelos fabricantes,
foi prejudicado pelos sucessivos depdsitos de microcarregadores no plastico da
Cellbag, obtendo-se fatores de expansdo de apenas 2 vezes. Neste trabalho, foi
identificado que devido ao movimento unidirecional da plataforma, ocorrem dois tipos

de depésitos de particulas:

1. Deposicao de particulas na superficie inferior das extremidades da Cellbag,
caracterizados como depésitos “tipo duna”;

2. Deposicao de particulas na superficie lateral da Cellbag, na regido de borda
liquido-gas.

Através da analise do filme interno da Cellbag, pelos métodos de angulo de
contato e MFA, foi verificado que o filme interno da Cellbag antes de ser empregada
em cultivo (Cellbag nova) era hidrofébico e apresentava superficie rugosa. A analise
do filme interno de uma Cellbag apés cultivo da CTM-CU mostrou que a superficie
interna tornou-se hidrofilica e com rugosidade superficial menor que na condi¢do
anterior ao cultivo. Tal fato sugere que pode ter ocorrido deposicdo de compostos
presentes no meio de cultivo (como proteinas e lipideos) nas irregularidades da
superficie do filme interno. Tomando como base compostos com regido hidrofébica e
hidrofilica, a regido hidrofébica interagiu com o filme da Cellbag e a regiéo hidrofilica

ficou exposta ao meio de cultivo, elevando a hidrofilicidade do filme interno da Cellbag.

119



6. DISCUSSAO

Esse fato foi comprovado através da andlise de amostras do filme interno da
Cellbag ap6s tratamento com tripsina-EDTA 0,25%. As amostras apos tratamento com
tripsina apresentaram aumento da rugosidade do fiime interno para valores
semelhantes ao de uma Cellbag nova e recuperacéo parcial do carater hidrofébico.
Esse fato sugere que proteinas suscetiveis a acao da tripsina foram removidas do
filme, enquanto outros compostos permaneceram adsorvidos, como proteinas néo
suscetiveis a tripsina e lipideos. O aumento da molhabilidade (hidrofilicidade) do filme
interno favoreceu a retengdo dos microcarregadores na Cellbag, provocando a
formacao dos depdsitos de microcarregadores.

Para viabilizar o cultivo da CTM-CU em biorreator com movimento ondulatorio
€ necessario contornar o problema dos depésitos de microcarregadores na Cellbag.
Visando resolver esse problema, nesta tese foi desenvolvido o suporte de acrilico com
laterais inclinadas em 80°(descrito no item 4.5., Material e Métodos), para ser colocado
sobre a plataforma de agitacdo. A Cellbag era acomodada dentro desse suporte,
sendo encurtada longitudinalmente, para elevar as suas laterais. Nesse novo formato
da Cellbag, os depdsitos de microcarregadores “tipo duna” ndo foram observados,
uma vez que com a elevacdo das laterais, os microcarregadores conduzidos pelo
movimento unidirecional da plataforma para as regides longitudinais extremas

retornam para o liquido.

O segundo tipo de depésito, formado ao longo das paredes da Cellbag, na
regido de borda liquido-gas, embora de intensidade menor, permaneceu ocorrendo
nos cultivos realizados com a Cellbag no novo formato. A inibicdo desse tipo de
deposito esta intimamente relacionada ao desenvolvimento de uma pelicula para o
filme interno da Cellbag que seja inerte ao cultivo, permanecendo com carater
hidrofobico.

Uma situagcdo que pode ilustrar bem a probabilidade de sucesso do
desenvolvimento de uma pelicula hidrofobica para o filme interno da Cellbag, € o fato
rotineiro em nossos laboratérios ao cultivar CTMs em frascos spinner de vidro. Para
superficies como vidro, por exemplo, existem produtos que desempenham o papel de
formar peliculas hidrofobicas. Neste trabalho, a superficie interna do frasco spinner
antes dos cultivos foi recoberta por Sigmacote®, o qual formava uma pelicula

hidrofébica no vidro interno, inibindo a deposicdo de microcarregadores e células.
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6.2. Perfil de crescimento da CTM-CU e Fatores de Expansao Celular

Com o formato da Cellbag modificado, foram avaliadas duas abordagens de
cultivo da CTM-CU no Biorreator Wave™:

1. Fase de adesdo das células aos microcarregadores em frasco spinner e fase
de expans&o no Biorreator Wave™ (Spinner-Wavemeg);

2. Fase de adesdo das células aos microcarregadores e fase de expansao no
Biorreator Wave™ (Wavenoq).

Os cultivos Spinner-Wave,,.q foram realizados com o microcarregador comercial
CultiSpher-S®. Foram realizados cultivos Wave,,q com o microcarregador CultiSpher-
S® e com o microcarregador MAG (desenvolvido no LATECC).

O conjunto de cultivos realizados no sistema Spinner-Wave,,q apresentou bons
resultados de expanséo da CTM-CU. Considerando o nUmero maximo de células e o
namero inicial de células aderidas aos microcarregadores, obtidos pelo método MTT, o
FE foi de 7,3+1,1. Nos cultivos Wave,.q com o microcarregador CultiSpher-S® obteve-
se FE de 11,6 (Wavenolcs, 240 h), 25,6 (Wavemnei2cs, 240 h), 24,8 (Wavenos3cs,
264 h) e 6,3 (Wavenoddcs, 312 h).

A maior expansdo registrada para 0 Waven,2cs € Wavenm.s3cs, quando
comparados ao Wavenglcs, pode ser relacionada a dois fatores: 1) menor volume
inicial aplicado na fase de adeséo, o qual reduz a area de superficie molhada e evita a
perda de células por sedimentacédo sobre o plastico da Cellbag, melhorando o nivel de
adesdo das células aos microcarregadores; 2) manutencdo da Cellbag em condi¢ao
estatica durante as primeiras 24 h, possibilitando melhor fixacdo e distribuicdo das
células aos microcarregadores (JOSSEN et al., 2016; RAFIQ et al., 2013, 2016).

A menor expansao obtida nos cultivos no sistema Spinner-Wave,,,q comparada
aos cultivos Wave,.4 com melhor desempenho, pode estar relacionada a mudanca de
plataforma de cultivo (transferéncia das CTM-CU do frasco spinner para o Biorreator
Wave™) o que pode ter gerado uma condicdo de estresse devido & necessidade de

adaptacéo das células a hidrodinamica do Biorreator Wave™.

A relacdo do numero de CTM-CU inoculadas por microcarregador nos cultivos
Wavenoa2cs, Wavemed3cs, € Waven.sdes foi de 30, 16 e 6 células/MC, respectivamente.
Assim, percebe-se que a relagdo de 6 células/MC empregada no Wave,,¢dcs gerou
uma fase lag longa. A velocidade especifica de crescimento e o fator de expanséo
foram cerca de 3 e 4 vezes menores, respectivamente, que os valores obtidos nos
cultivos Waven.42cs € Waven.g3cs. Considerando a eficiéncia de adesdo obtida no
Wavenoa2cs, Wavenog3cs, € Waven.ides, a relacdo de células/MC com 24 h foi de 18,2,

12,9 e 4,9 cel/MC, respectivamente. Assim, para ind6culos com concentragdo inicial em
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torno de 1,0 x 10" cel/mL, a relagdo ideal para o nimero de células inoculadas por

microcarregador deve ficar entre 30 e 16 células por microcarregador.

Nos cultivos Wave,,s com 0 microcarregador MAG, obteve-se fator de
expansdo celular de 5,9 (Wavemoslwas, 288 h) e 51 (Wavenos2was, 216 h). O
crescimento menor nesses cultivos pode estar ligado a maior incidéncia de depdsitos
de microcarregadores na superficie lateral da Cellbag. O MAG apresenta propriedades
estruturais (matriz formada por colageno e gelatina) que o tornam mais propenso a
aderir em superficies hidrofilicas, o que pode ter influenciado os frequentes depdsitos
no plastico da Cellbag. O Waven.2uac apresentou depoésito do microcarregador MAG
nivel 2 a partir de 144 h, sendo registrado até o término da operacéo, com 312 h.

Foram realizados cultivos controle em frasco spinner, em condi¢cao de indculo e
concentracdo de microcarregadores semelhantes as utilizadas nos cultivos Spinner-
Wavenoq € Waven,s, com o0s microcarregadores CultiSpher-S® e MAG. O fator de
expansao celular verificado nos cultivos da CTM-CU em frasco spinner com o
microcarregador CuItiSpher—S® foi de 54,7+1,7 em 7 dias de cultivo. Utilizando o

microcarregador MAG, obteve-se fator de expanséo de 49,8+2,8 em 11 dias de cultivo.

Na Figura 61 estdo apresentados os fatores de expansao celular obtidos nos
anicos dois artigos publicados até o momento sobre cultivo da CTM em biorreator com
movimento ondulatério e os fatores de expansdo celular obtidos nesta tese, nos
cultivos Spinner-Waven,.s € Wave,,.q. Conforme verificado na Figura 61, os fatores de
expansao celular obtidos neste trabalho no sistema Spinner-Wave,,,q € nos cultivos
Wavenoalcs, Wavenosdes € Wave.awac foram semelhantes aos reportados por Jossen
e colaboradores (2016) para CTM proveniente de tecido adiposo, obtendo FE de
6,6+0,6 em 9 dias de cultivo (JOSSEN et al., 2016). Esses cultivos citados ficaram
abaixo do fator de expanséo apresentado por Timmins e colaboradores (2012), com
FE de 16,0+0,4 em 7 dias, utilizando CTM proveniente do tecido de placenta
(TIMMINS et al., 2012).

Jossen e colaboradores (2016) realizaram a fase de ades&o das células aos
microcarregadores em frasco schott, dentro de shaker para controle da agitacdo e
atmosfera de trabalho. Ja Timmins e colaboradores (2012) realizaram a fase de
adesdo na Cellbag. Contudo, € importante ressaltar que Timmins e colaboradores
(2012) trabalharam com concentrag&o inicial do indculo proxima a 9 x 10 cel/mL, e
somente conseguiram a expansdao de 16 vezes quando operaram em hipoxia.
Ilgualmente importante apresentar que Jossen e colaboradores (2016) realizaram o
cultivo com inéculo proximo a 3 x 10* cel/mL, com concentragcdo de microcarregador
estimada em 11,3 g/L, cerca de 16 vezes a concentrac&o de microcarregador aplicada
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nos cultivos Spinner-Wave,,,q. Pensando na operacéo da Cellbag em posi¢ao normal,
0 uso de in6culo maior e concentracdo alta de microcarregador, como no caso dos
artigos apresentados, pode ter sido a alternativa encontrada para reduzir o impacto da
perda de células ocorrida pelos depésitos de microcarregadores no plastico, ja que o
nimero de células aderidas vai estar distribuido em um maior nimero de
microcarregadores.

Figura 61. Fatores de expanséo celular e concentracdo do inéculo obtidos na literatura
sobre cultivo de CTM em biorreator com movimento ondulatério, e fatores de
expansao celular e concentragcdo do indculo nos cultivos da CTM-CU no Biorreator
Wave™ com o formato da Cellbag modificado (Spinner-Wavenog € Wavenoq). Nao foi
observada diferenca estatistica entre o0s cultivos Spinner-Wavey,,g € Wavenoq
(p > 0,05). Relacao do numero de células inoculadas por microcarregador apresentada
entre parénteses (cel/MC). (cel/MC*): valores estimados.
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Os fatores de expanséo celular registrados nos cultivos Waven,s2wac €
Wave.a3wac Superaram o apresentado por Timmins e colaboradores (2012), mesmo
operando com in6culo baixo e em normoxia. O conjunto dos resultados Spinner-
Wave,oq € Wave,.q mostraram que a operacdo no Biorreator Wave™ com o formato
da Cellbag modificado, através do uso do suporte, possibilitou expansao adequada da
CTM-CU.
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Quando comparados aos cultivos em frasco spinner, os cultivos Spinner-
Wave.g € Wave,,q apresentaram, em geral, fase lag mais longa e velocidade
especifica de crescimento menor. Conforme verificado na Figura 62, o nivel de LDH
relativo (LDH/LDHi..i) presente na suspensdo dos cultivos Spinner-Waven,.y €
Wave,,¢ apresentaram, com exce¢ado dos cultivos SW0s2cs, SWioddes, Wmod2cs €
Whodwac, Valores maximos proximos aos verificados nos cultivos em spinner com
Cultispher-S® (Scs). Os cultivos Woauas, apesar dos depdsitos mais frequentes de
microcarregadores, apresentaram nivel de LDH inferior ao registrado nos cultivos Scs.
Ja os cultivos SW042¢cs, SWmoddcs € Whodles, registraram nivel de LDH superior ao

registrado nos cultivos Scs, indicando maior morte celular.

Os cultivos em spinner com o microcarregador MAG (Suac) apresentaram LDH
relativo acima de 1,5, os maiores niveis registrados dentre todos os cultivos. Esse fato
pode estar ligado ao maior nivel de agregacédo dos microcarregadores nesses cultivos.
Além disso, por serem particulas de matriz a base de espuma, os microcarregadores
MAG se mostraram mais frageis que os microcarregadores CultiSpher-S®. A matriz
menos rigida do MAG pode ter deixado as células mais vulneraveis as forgas externas
(LEE et al., 2014; SART et al., 2016). A tensdo de cisalhamento e os choques entre
particulas de MAG durante o cultivo no spinner podem ter gerado maior desadeséo
das células localizadas na superficie dos microcarregadores, provocando a morte
dessas células.

Figura 62. Nivel maximo de LDH relativo (LDH/LDH,ia)) presente no meio de cultivo
obtido nos cultivos da CTM-CU realizados em frasco Spinner, Spinner-Wave.q €
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A Figura 63 apresenta imagens dos microcarregadores apos aplicacdo do
método MTT, evidenciando a formacao dos cristais de formazan nas células ativas, ao
término dos cultivos realizados. Nos cultivos Spinner-Wave,,.s € Wave,,q pode-se
verificar a presenca de agregados de microcarregadores ocupados por células e
microcarregadores com poucas ou nenhuma célula. Os microcarregadores com baixa
ocupacdo podem estar relacionados a adesdo dos mesmos na superficie lateral da
Cellbag, na regido de borda liquido-gas.

Figura 63. Imagens dos microcarregadores apos aplicacdo do método MTT
evidenciando a presenca da CTM-CU aderida aos microcarregadores através da
formacédo dos cristais de formazan (regibes escuras sobre os microcarregadores), ao

término dos cultivos Spinner, Spinner-Wave,.q € Waven.. Magnificacdo: 100x para

todas as imagens, exceto para S2yac € Wmos3cs, com 200x.
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No caso dos microcarregadores CultiSpher-S®, esses depdsitos tendem a ser
mais intensos quanto maior o crescimento e agregacéo, havendo maior presenca de
matriz extracelular na superficie das particulas (microcarregadores/agregados de
microcarregadores). Assim, durante o processo de agitacdo do fluido, as particulas
apresentam maior tendéncia de adesdo ao plastico ao se chocarem nas laterais da
Cellbag, ndo retornando para o liquido. Com relacdo ao cultivo Wavenoglwac, 0S
depositos de nivel 3 estdo relacionados também a caracteristica superficial do MAG,
com maior propensdao em aderir as superficies hidrofilicas, conforme relatado
anteriormente.

Esses depositos de microcarregadores, ainda que em menor intensidade
devido ao novo formato de operagdo da Cellbag, permaneceram ocorrendo,
provocando morte das células aderidas nos microcarregadores depositados no
plastico. Nos procedimentos diarios de amostragem, esses microcarregadores s@o
reinseridos no meio de cultivo e permanecem com poucas ou henhuma célula aderida.
Tal fato pode ser explicado pelo movimento unidirecional da plataforma, o qual ndo
induz a colisdo entre particulas na intensidade que ocorre em frasco spinner, por
exemplo, reduzindo a possibilidade de transferéncia de células de microcarregadores
com maior densidade celular para microcarregadores com menor densidade celular.
Contudo, estudos com foco na transferéncia de células entre microcarregadores em
biorreator com movimento ondulatério ainda precisam ser realizados a fim de detalhar
adequadamente esse fendmeno (AKERSTROM, 2009).

6.3. Metabolismo da CTM-CU

Dentre todos os cultivos realizados, ndo ocorreram esgotamento de nutrientes
como glicose e aminoacidos, e as concentragfes de lactato e aménia mantiveram-se
abaixo dos niveis inibitérios (SCHOP et al., 2009). Na Figura 64 esta apresentado o
perfil do consumo de glicose e producgéo de lactato durante os cultivos realizados.

Através da relagdo Yiaqe, pode-se inferir que, na maior parte dos cultivos
realizados, as CTM-CU metabolizaram glicose primariamente através da rota de
fosforilagc&o oxidativa, durante os periodos com valor de Y)cq. inferior a 2,0 (SCHOP et
al., 2010). No cultivo S2yac foi registrado a maior relagao Y)a/gc, S€endo de 1,98, o que
pode indicar que no S2ys,c as CTM-CU estavam alternando o metabolismo de
consumo de glicose para a rota de glicolise anaerébica. Os genes HILPDa e HIF1a,
ligados ao ativamento das rotas metabdlicas em hipdxia, apresentaram regulacéo
positiva nos cultivos S2¢s (FC = 2,02) e S2uac (FC = 2,08), respectivamente. Esse fato

pode ter ocorrido devido a presenca de agregados de microcarregadores, com
didmetros médios de 0,292+0,094 mm (S2¢s) e de 0,748+0,348 mm (S2uac) ao
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término desses cultivos, limitando a transferéncia de oxigénio para o interior dos
agregados.

A utilizagéo da rota de fosforilagcdo oxidativa € importante durante o periodo de
crescimento, possibilitando consumo eficiente de energia para formacdo de novas
estruturas celulares. Porém, a permanéncia prolongada da CTM-CU utilizando a rota
de fosforilacdo oxidativa gera maior nivel de espécies reativas do oxigénio (ROS),
podendo culminar no estado de senescéncia e morte celular (BIGARELLA; LIANG;
GHAFFARI, 2014).

Figura 64. Perfil do consumo de glicose e producéo de lactato pela CTM-CU nos
cultivos Spinner, Spinner-Wave,oq € Waven .
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6.4. Distribuicdo do diametro de particulas durante os cultivos da CTM-CU

Os cultivos com o microcarregador CultiSpher-S® apresentaram particulas com
tamanhos mais uniformes e didmetros menores que os verificados nos cultivos com o
microcarregador MAG. A distribuicdo do didametro das particulas entre os cultivos com
0 MAG (spinneryac € Wnoavac) apresentou diferenca estatistica (p = 0,048) com 24
horas. Considerando somente os cultivos Slysc € S2uwac, N80 foi observada diferenca
estatistica para todos os pontos amostrais (p > 0,05), assim como entre os cultivos
Wioaluac € Winoa2was (P > 0,05). Os cultivos com CultiSpher-S® (spinnercs, SWnodcs €
W odcs) apresentaram diferenca estatistica da distribuicdo do diametro de particulas
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apés 72 horas (p = 0,001). Considerando somente os cultivos Slcs € S2¢s, ndo foi
observada diferencga estatistica para todos os pontos amostrais (p > 0,05).

Os cultivos Spinner-Wave,,.,s € Wave,,gs Nao apresentaram a mesma
intensidade na tendéncia de aumento do diametro dos agregados de particulas
ocorrida no frasco spinner. Esse fato pode ser explicado pelo movimento unidirecional
da plataforma, ndo induzindo o choque entre particulas, e ao crescimento nao
acentuado, comparado ao obtido no spinner. Também se observou nos cultivos no
Biorreator Wave™ maior nimero de microcarregadores sem células ou colonizados
com poucas células, mesmo no periodo avancado do cultivo, conforme relatado
anteriormente, o0 que reduziu o numero de microcarregadores com formacéo de matriz
extracelular tal que propiciassem a unido entre 0s mesmos. A Figura 65 apresenta a
variagao do diametro médio de particulas de microcarregadores ao longo dos cultivos

realizados.

Figura 65. Dados do didametro médio de particulas (microcarregadores e
agregados de microcarregadores) durante os cultivos Spinner, Spinner-Waveny.q €
Waven.¢. A linha em preto representa o didmetro médio dos microcarregadores
CultiSpher-S® sem células, apés hidratacdo em PBS e autoclavagem. A linha em
verde representa o diametro médio dos microcarregadores MAG sem células, apds

hidratacdo em soro fisiolégico e autoclavagem.
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A maior agregacao ocorrida nos cultivos em frasco spinner esta ligada aos
fatores relacionados a hidrodindmica do spinner, favorecendo colisbes entre
particulas, e ao elevado fator de expansdo obtido. A Tabela 11 apresenta a
porcentagem de particulas amostradas com diametro inferior a 0,300 mm, ao término
dos cultivos realizados em Spinner, Spinner-Wave,,s € Wave,.,. Os cultivos
spinneryag apresentaram entre 9,62 e 14,29% das particulas amostradas com
didmetros inferiores a 0,300 mm, ao término do cultivo, o0s menores percentuais
registrados, seguidos pelos cultivos spinnercs. Nos cultivos SWiedacs, Wiodcs €
Wioamac, €SSes percentuais foram de 80,8+6,0, 82,6152 e 65,1451 %,
respectivamente, confirmando a menor tendéncia de agregacdo de particulas no

biorreator com movimento de agita¢cdo ondulatorio.

O aumento do didmetro das particulas pode gerar zonas com baixa
concentracdo de oxigénio e nutrientes e com concentragdo de metabdlitos toxicos em
nivel inibitério. Em tecido, a difusdo de oxigénio ocorre para espessuras de até 100-
200 um (HOEBEN et al., 2004). Particulas com diametro superior a 0,300 mm ja
podem apresentar regides com limitagdo de nutrientes e baixa concentracdo de
oxigénio (KINNEY; SARGENT; MCDEVITT, 2011; SEN; KALLOS; BEHIE, 2001).

Nos cultivos em spinner com microcarregador CultiSpher-S® foram obtidos
diametros médios maximos de 0,337+0,129 mm e de 0,292+0,094 mm, e nos cultivos
em spinner com microcarregador MAG foram registrados didmetros meédios maximos
de 0,670£0,249 mm e de 0,748+0,348 mm. Esses resultados sugerem que podem ter
ocorrido problemas de difusdo de nutrientes e oxigénio e eliminacdo de compostos

toxicos ao término dos cultivos em spinner, especialmente nos cultivos com o MAG.

Tabela 11. Porcentagem de particulas com diametro inferior a 0,300 mm ao

término dos cultivos realizados em frasco Spinner, Spinner-Wave,,oq € Wave .

Particulas menores que Particulas menores que

Cultivo 0,300 mm (%) Cultivo 0,300 mm (%)
Slcs 39,5 SWmod4'CS 8712
SZCS 50,0 Wm0d1CS 8715
SlMAG 9,6 WmodZCS 8515
SZMAG 14,3 Wmod3CS 75,7

SWinodalcs 75,3 Whoda4cs 81,7
SWinod2cs 76,1 Whodlmac 61,5
SWmodSCS 84,5 WmOdZMAG 68,7
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6.5. Vesiculas Extracelulares coletadas nos cultivos da CTM-CU

Os dados de quantificagdo de vesiculas extracelulares coletadas dos cultivos
com a CTM-CU mostraram que o cultivo no Biorreator Wave™ com microcarregador
MAG produziu 2,1 vezes mais VEs/mL quando comparado ao cultivo em frasco
spinner com o MAG. Considerando os cultivos no Biorreator Wave™ com
microcarregador CultiSpher-S®, Wiea3cs € Whoeddes, 0 cultivo Wne3cs apresentou
concentragéo de VEs 5,5 vezes superior ao obtido no W .44cs € 2,0 vezes superior ao
obtido em frasco spinner com o MAG.

A maior relagdo do numero de VEs coletadas por célula foi obtida nos cultivos
W inoalmac € Whod2uac. ESSe fato pode estar relacionado a uma condicéo de estresse
promovida pelos frequentes depositos de microcarregadores no plastico da Cellbag
(regi&o de borda liquido-gas). O numero de VEs liberadas pelas CTMs e o contetdo
gue as VEs carregam € fortemente ligado ao ambiente de cultivo (LIN; DU, 2018;
MONSEL et al., 2017). Assim, a andlise dos compostos presentes nas VES é
essencial para determinar o potencial de aplicacdo clinica das mesmas. Por ter a sua
producdo e conteudo dependentes das condi¢cdes de cultivo, a producéo de vesiculas
extracelulares pode ser manipulada visando maior obtencéo de fatores de interesse
empacotados nas VESs.

Conforme ja discutido, os cultvos da CTM-CU em spinner com
microcarregador MAG apresentaram formac&o de agregados de microcarregadores
com diametros na ordem de 0,670 - 0,748 mm, o que pode ter limitado a transferéncia
de oxigénio para o interior dos agregados. Esse fato esta em acordo com a expressao
positiva obtida do gene HIF1a, ligado ao metabolismo celular em condigao de hipoxia.
Estudos indicam que em condicdo de hipéxia, as CTMs tendem a liberar VES com
funcao pré-angiogénese, contendo fatores de crescimento, como o VEGF (RANI et al.,
2015). A injecao de VEs derivadas de CTMs em condi¢cdo de hipoxia foram efetivas
em melhorar a funcdo cardiaca e reduzir a area afetada apos infarto do miocardio em
modelo murino (BIAN et al., 2013).

Considerando o exemplo acima citado, o Biorreator Wave™ & uma opgdo mais
adequada para viabilizar a producdo de VEs derivadas de CTMs em condicdo de
hipoxia, através do facil controle da linha de alimentacdo de gases a Cellbag, em
sistema totalmente fechado. Diferentemente do cultivo com o frasco spinner
tradicional, onde o controle da atmosfera de cultivo é feito através de incubadora, e
sendo necesséria abertura do spinner em condicdo atmosférica padrédo durante as
amostragens. Além disso, os biorreatores com movimento ondulatério ndo promovem
a agregacao dos microcarregadores, em contrario do que foi verificado nos cultivos em
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spinner. Nesse sentido, biorreatores com movimento ondulatério sdo uma opgao
segura e de facil manipulacdo, para obtencdo de até 5 L de meio condicionado
derivado de CTMs (considerando plataformas para Cellbags de 2 e 10 L, operadas
dentro do suporte projetado nesta tese).

Fais e colaboradores (2016), em estudo de revisdo do uso clinico de VEs de
diferentes fontes celulares, indicaram que o emprego de VEs tem grande potencial na
area de nanomedicina (FAIS et al., 2016). Ng e colaboradores (2019) estimaram uma
dose clinica média de VEs contendo 2,5 x 10*? VEs/dose (NG et al., 2019), em estudo

sobre analise de custo da producéo de VEs em escala comercial.

Conforme apresentado na Figura 66, considerando uma dose clinica contendo
2,5 x 10" VEs/dose e o total de VEs estimado para os cultivos analisados, os cultivos
no Biorreator Wave ™ com microcarregador MAG produziram entre 4 - 6 doses clinicas
e o cultivo no Biorreator Wave™ com microcarregador CultiSpher-S®, com melhor
rendimento, produziu 5 doses clinicas de VES (W 043cs). O cultivo W ,,0,43cs apresentou
bom desempenho na expansdo da CTM-CU, com fator de expanséo celular de 24,8
vezes, 0 que, juntamente com o0 numero estimado de doses clinicas de VEs, é fator
importante para viabilizar a producdo de VEs visando aplicacdo clinica, utilizando
como produto tanto as VEs produzidas como as células expandidas (NG et al., 2019).

Figura 66. Estimativa do numero total de vesiculas extracelulares obtidas ao
término dos cultivos Slyac, S2mac, Wmodlmacs Wmod2macs Wmoa3cs € Wmoddes. Volumes
de operac&o: 150 mL (spinner) e 600 mL (Biorreator Wave™). Dose clinica estimada
em 2,5 x 10" VEs/dose.
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6.6. Expressdo génica da CTM-CU obtida nos cultivos em Biorreator Wave ™
e frasco Spinner - Regulacdo da matriz extracelular e Atividade
imunomoduladora

O estudo do perfil de expressdo génica da CTM-CU foi realizado nos cultivos
S2cs, S2uac € Wioa3cs, com referéncia na CTM-CU expandida em modo 2D-estatico.
As CTM-CU foram coletadas ao término dos cultivos S2¢s, S2yac € Wnod3cs, periodo
em gue 0S Mesmos ja apresentavam agregacao e estagnacgao do crescimento, o que
pode justificar a regulagcdo negativa observada em genes ligados ao crescimento
celular e organizacdo do material genético. Apesar disso, genes como FOXO1 e
FOXQ1, os quais atuam na regulacdo do ciclo celular, apresentaram regulacéo
positiva de 10,53 (S2cs), 3,46 (S2uac), € 2,95 vezes Wnos3cs) € 3,74 (S2cs), 5,61
(S2uac), € 6,91 vezes (Wnoa3cs), respectivamente. Genes ditos como importantes
marcadores para averiguar a funcionalidade das CTMs, como NANOG, OCT4 e SOX2
(PICCINATO et al., 2015), ndo apresentaram diferenca significativa de expressao com
relacéo ao cultivo em modo 2D-estético. Visando utilizacao clinica, o ideal é realizar a
coleta das CTM-CU durante o periodo de crescimento, onde as células estdo no auge
de sua atividade metabdlica e com menor numero de espécies ROS (BIGARELLA,
LIANG; GHAFFARI, 2014; VONO; GARCIA; SPINETTI, 2017).

Os cultivos S2¢s e S2uac apresentaram regulacdo positiva intensa de genes
ligados a formac&o e regulacdo de matriz extracelular. O cultivo W,0¢3cs também
apresentou regulacéo positiva intensa de genes ligados aos processos de regulacéo
de matriz extracelular, como o TNXB e o COLEC10 (1° e 20° gene com maior
regulacdo positiva no W.43cs, respectivamente). Dentre esses genes, houve
regulagdo positiva de MMPs (matrix metalloproteinases - metaloproteinases de
matriz). As MMPs séo endopeptidades responsaveis pela degradacdo de proteinas
presentes na matriz extracelular e atuam, dentre outras fungdes, na proliferacédo
celular, migragdo, angiogénese e regulacao do tecido gerado (ALMALKI; AGRAWAL,
2016; PAGE-MCCAW,; EWALD; WERB, 2007). Os genes da classe Timp induzem
producdo de proteinas que inibem a funcdo das metaloproteinases, e atuam em
harmonia com as MMPs (ALMALKI; AGRAWAL, 2016; PAGE-MCCAW; EWALD;
WERB, 2007). Entre os cultivos estudados, foi registrada regulagéo positiva da MMP1,
MMP2, MMP3, MMP10 e MMP11 e da Timpl, Timp4 e Timp3, este Ultimo apenas no
S2\ac-
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As MMPs atuam diretamente na cicatrizacdo de feridas na pele, através da
regulagdo da formacdo de tecido e da disponibilidade de citocinas e fatores de
crescimento no local em questdo (CALEY; MARTINS; TOOLE, 2015). HidrodinAmicas
de cultivo que promovam a ativacdo de genes ligados a producdo e regulacdo de
matrix extracelular s&o particularmente importantes para cultivos de CTMs em
arcabougos visando utilizagdo para regeneracgéo de tecidos (BESKARDES et al., 2016;
KEDONG et al., 2014). A regulagéo positiva do MMP3, por exemplo, influencia a
proliferacdo celular e a diferenciagdo em ostedcitos (ALMALKI; AGRAWAL, 2016). O
MMP2 com regulacdo positiva também influencia a proliferacdo celular, apresenta
atividade pré-angiogénese e de diferenciacdo em adipdcitos e condrécitos (ALMALKI;
AGRAWAL, 2016).

Os cultivos S2cs, S2uac € Whoa3cs apresentaram expressao positiva para
varias interleucinas e quimiocinas, as quais estdo ligadas a atuacdo imunomoduladora
da CTM (CHAMBERLAIN et al., 2007; GAO et al., 2016). Como exemplo, o gene IL24
(interleucina 24) apresentou regulacao positiva de 11,31, 46,17 e 3,17 nos cultivos
S2cs, S2uac € Whoa3cs, respectivamente. Frith e colaboradores (2010) obtiveram em
CTMs cultivadas em agregados celulares, em frasco spinner, regulacdo positiva do
gene IL24 de 75 vezes com base na CTM em cultivo 2D-estatico (FRITH; THOMSON,;
GENEVER, 2010). Os autores apresentaram que a utilizacdo do meio de cultivo
condicionado derivado da CTM em cultivo no spinner reduziu a viabilidade de
linhagens de células cancerosas, enquanto que a viabilidade de células sadias néo foi
alterada. Nesse sentido, cultivos que induzam a expressao positiva do gene IL24 nas
CTMs apresentam importante potencial para serem utilizados em bioprocessos

visando aplicacao clinica.

6.7. Potencial de aplicacdo em escala clinica do bioprocesso de cultivo da
CTM-CU em biorreator com movimento ondulatério com modificacdo do
formato da Cellbag

A operacéo do Biorreator Wave™ com a modificacdo do formato da Cellbag
possibilitou alcancar fatores de expansdo celular proximos a 25 vezes, com
produtividade celular volumétrica entre 2,0 e 3,6 x 10" cel.L™.d™ (Woes3cs € Wimea2cs),
realizando as etapas de adesdo das células aos microcarregadores e a fase de
expansao na Cellbag. Tais niveis de expanséao celular séo na ordem de 12,5 vezes

superiores ao obtido no cultivo da CTM-CU sem alteragcdo no formato da Cellbag.
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Embora tenha sido obtida melhora no desempenho do Biorreator Wave™ para
cultivo da CTM-CU, a produtividade do mesmo foi cerca de 5,0 vezes menor que a
produtividade alcancada nos cultivos em spinner com microcarregador CultiSpher-S® e
se manteve proxima a produtividade alcancada em cultivos em modo 2D-estético, nos
quais obtém-se cerca de 2,3 x 10’ celL™.d" (Figura 67). Contudo, conforme
anteriormente discutido, o cultivo da CTM-CU em modo 2D-estético ndo é o ideal
visando aplicagdo clinica, uma vez que o ambiente de cultivo e a estrutura do
citoesqueleto estdo afastados das condigcdes in vivo (LIN; DU, 2018; MADL;
HEILSHORN; BLAU, 2018). Além disso, cultivos em modo 2D-estatico, em geral,
requerem maior manipulacdo e espaco fisico. Ja a deficiéncia do frasco spinner esta
no maior nivel de agregacéo dos microcarregadores, 0os quais podem problematizar a
transferéncia de massa e a etapa de coleta das células aderidas aos
microcarregadores, exigindo maiores tempos de processamento para desadesdo das

células.
Figura 67. Produtividade celular obtida nos cultivos da CTM-CU em frasco
spinner e no Biorreator Wave™. A linha em preto representa a produtividade celular

média obtida em cultivos da CTM-CU em modo 2D-estatico.

L —

Produtividade celular (x10” cel.L™.d™")
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Cunha e colaboradores (2017) em estudo com CTMs derivadas da medula
0ssea e tecido adiposo, expandidas em biorreator de tanque agitado, avaliaram a
integracdo entre os bioprocessos de expansao celular, coleta das células expandidas
e reducdo de volume (necessario para estocagem e uso clinico). Nesse estudo,
obtiveram eficiéncia final do bioprocesso em torno de 65% (CUNHA et al., 2017). Para
estimar o nimero de doses clinicas obtidas nos cultivos realizados em frasco Spinner,
Spinner-Wave,,.s € Waven, foi considerada a eficiéncia de 65% com relagdo ao

ndamero maximo de CTM-CU aderidas aos microcarregadores.

Na Figura 68 esta apresentada a estimativa do nimero de doses clinicas,
considerando doses com 2,0x10’ cel/dose e 6,5x10’ cel/dose. Doses clinicas em torno
de 6,5x10’ cel/dose foram efetivas em estudos clinicos no tratamento de GvHD (fase
clinica I/ll) (PEREZ-SIMON et al., 2011), esclerose muiltipla (fase clinica 1) (LLUFRIU
et al., 2014) e doenca de Crohn (fase clinica I) (MAYER et al., 2013). Doses clinicas
menores, com 2,0x10’ cel/dose, também se mostraram efetivas em estudos para o
tratamento de esclerose multipla (MOHAJERI et al., 2011) e doenca de Crohn
(CICCOCIOPPO et al., 2011).

Nos cultivos em frasco spinner com microcarregador CultiSpher-S®, operados
com 200 mL, foi possivel obter 1 dose com 6,5x10" cel/dose ou 4 doses com 2,0x10’
cel/dose. Nos cultivos no Biorreator Wave™ com melhor desempenho (SWedécs,
Wiod2cs € Winoa3cs), operados com 600 mL, também foi possivel obter 1 dose com
6,5x10’ cel/dose ou entre 3 e 5 doses com 2,0x10’ cel/dose.

As CTM-CU coletadas do Biorreator Wave™ apresentaram o gene IGF1 com
regulacéo positiva de 12,15 vezes. Estudos indicam que a atuac&o paracrina de CTMs
pela expressdo do IGF1 promove reparo em tecidos lesados, como coragao, rim e
pancreas (YOUSSEF; ABOALOLA; HAN, 2017). O IGF-1 também atua como
neuroprotetor, e se mostrou importante em amenizar dano neural (PANDYA et al.,
2012), o que pode ser util considerando fornecimento de doses clinicas para

tratamento da esclerose multipla, por exemplo.
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Figura 68. Estimativa do numero de doses clinicas obtidas nos cultivos
realizados em frasco Spinner, Spinner-Wave,.qs € Wave,4, considerando bioprocesso
de coleta e estocagem das CTM-CU expandidas com eficiéncia de 65%. Volumes de
operacdo: 200 mL (spinnercs), 150 mL (spinneryas) € 600 mL (Biorreator Wave™).
Exemplos de possibilidade de aplicacdo clinica para: 6,5x10 cel/dose (GVHD,
Esclerose muiltipla e doenca de Crohn); 2,0x10’ cel/dose (Esclerose muiltipla e doenca

de Crohn).
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A Tabela 12 apresenta a relagdo dos resultados obtidos nos cultivos da CTM-
CU realizados em Spinner, sistema Spinner-Wave™ e Biorreator Wave™, utilizando os
microcarregadores CultiSpher-S® e MAG.

Com a proposta de modificacdo do formato da Cellbag, através do suporte
desenvolvido nesta tese, 0s biorreatores com movimento ondulatério podem ser
considerados uma alternativa para cultivo de CTMs, assim como de outras culturas
gue tenham tendéncia em produzir matriz extracelular e formar agregados de
particulas. Nesse modelo de biorreator, com a Cellbag no formato proposto, é possivel
a producdo de doses clinicas tanto de VEs derivadas das CTMs, como CTMs em
acordo com os requisitos de qualidade exigidos pelos 6rgdos reguladores. A
funcionalidade desse biorreator pode ainda ser substancialmente incrementada
mediante a utilizacdo de Cellbags com novos materiais hidrofébicos para o filme
interno, como foi sugerido, para cultivo de células animais ancorantes, aglomerantes e

de alta sensibilidade as condi¢bes ambientais, como as CTMs.
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Tabela 12. Resultados obtidos nos cultivos da CTM-CU realizados em Spinner, sistema Spinner-Wave™ e Biorreator Wave'".

Spinner Spinner-Wave o4 Wav e noqg
Parametro SWiodl  SWiod2 Winogl
Slcs S2cs Slwvac S2unc mod mod SWimoa3  SWinoa4 Wmodlcs Wmod2cs Wmod3cs  Wmod4cs med Winoa2
CS CS CS CS MAG MAG
Microcarregador CuItiSpher-S® MAG CuItiSpher-S® CultiSpher—S® MAG
(Ncel/N N;e;;théTagéo as 30 30 7 7 50 30 30 30 S0 S0 16 6 10 10
cell ¥MC 22,1 25,0 26,8 27,0 13,0 18,2 12,9 4,9 7,2 7,7
Lelulos aderidas) (221)  (250) (268)  (27.0) (130)  (182) (129 @9 (72 (@)
Adeséao célula-MC (%) 73,5 83,3 100 100 86,3 90 100 100 43,5 60 77 79,4 71,8 77,2
toperagao (dias) 7 7 11 11 10 10 10 10 10 10 12 13 13 13
(h—l) (RZ) 0,041 0,053 0,023 0,026 0,017 0,035 0,015 0,013 0,037 0,027 0,021 0,008 0,012 0,007
H (0,983) (0,983) (0,999) (0,961) (0,998)  (0,997)  (0,996) (0,999) (0,932) (0,921) (0,995) (0,942) (0,945) (0,887)
tq () 16,9 13,1 30,1 26,6 40,8 19,8 46,2 53,3 18,7 25,7 33,0 86,6 57,8 99,0
FE 55,9 53,5 47,9 51,8 7,0 7,7 5,8 8,5 11,6 25,6 24,8 6,3 5,9 51
Produtividade Celular
E 13,4 14,6 51 6,1 1,5 1,6 1,4 2,6 1,2 3,6 2,0 0,4 0,7 0,6
(x10" cel.L™.d™
EVs/cel (x10%) [40-150 nm] ND ND 1,34 0,61 ND ND ND ND ND ND 2,94 3,15 9,04 7,07
v (Moljae.mol .1) 1,67+ 1,65+ 1,71+ 1,98+ 1,54+ 1,72+ 1,33+ 1,43+ 1,43+ 1,25+ 1,42+ 1,37+ 1,72+ 1,65+
lac/gle 1 lac-T gl 0,19 0,26 0,12 0,67 0,65 0,84 0,17 0,32 0,51 0,40 0,84 0,46 0,71 0,50
i (pmol el h'l) 0,24+ 0,25+ 0,20+ 0,13+ 0,34+ 0.20+ 0,21+ 0,21+ 0,34+ 0,17+ 0,18+ 0,26+ 0,42+ 0,33+
Qgic (PMOgc. ' 0,18 0,19 0,04 0,03 0,14 0,13 0,08 0,06 0,17 0,09 0,14 0,06 0,18 0,12
Jlac (pMOl cel® h-l) 0,42+ 0,39+ 0,34+ 0,30+ 0,42+ 0.29+ 0,28+ 0,30+ 0,49+ 0,21+ 0,18+ 0,35+ 0,62+ 0,52+
loc e 0,33 0,42 0,06 0,12 0,18 0,09 0,08 0,11 0,30 0,15 0,04 0,10 0,15 0,13
Diametro médio maximo 0,337+0, 0,292+ 0,670+ 0,748+ 0,253+ 0,249+ 0,242+ 0,240+ 0,228+ 0,242+ 0,268+ 0,247+ 0,279+ 0,293+
de agregado de MCs (mm) 129 0,094 0,249 0,348 0,093 0,090 0,084 0,078 0,084 0,113 0,135 0,108 0,148 0,139
Nivel méaximo de depésito
de MCs nas paredes da - - - - 3 1 2 3 1 3 2 2 3 2
Cellbag

Cultivos W omai: FE: 0-2,0; Produtividade Celular: 0-0,8 (xlO7 ceI.L'l.d'l). Cultivo 2D-estatico: Produtividade Celular: 2,3x107 cel.L’t.d. ND: andlise ndo determinada.
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7. CONCLUSOES

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, foram elaboradas as seguintes conclusoées:

1

3.

Foi constatado que o filme interno da Cellbag € hidrofébico e apresenta
irregularidades na superficie. Durante os cultivos com a CTM-CU, o fime
interno da Cellbag tornou-se hidrofilico e com rugosidade inferior a do filme de
uma Cellbag ndo utilizada em cultivo. Apos tratamento do filme interno da
Cellbag usada em cultivo com tripsina-EDTA, o filme apresentou aumento da
rugosidade para valor semelhante ao da condicdo de uma Cellbag nova e
restituicdo parcial do carater hidrofébico. Assim, pode-se deduzir que ocorreu
deposicdo de compostos presentes no meio de cultivo nas irregularidades da
superficie do filme, como proteinas e lipideos, aumentando a molhabilidade do
mesmo. Esse aumento da molhabilidade favoreceu a retencdo de
microcarregadores no plastico da Cellbag. Este problema podera ser resolvido
pelo fabricante através do desenvolvimento de um novo material hidrofébico

para o filme interno da Cellbag.

Durante a fase de adesdo das células aos microcarregadores na Cellbag,
ocorre sedimentacdo das células no plastico da Cellbag nas regibes sem
microcarregadores. Para contornar o problema, o volume da fase de adeséo
deve ser baixo, para que a superficie molhada da Cellbag contenha poucas
regibes com espagos vazios (sem microcarregadores). Além disso, a
manutencdo da Cellbag em modo estatico durante as primeiras 24 h também

possibilitou melhor adeséo das células aos microcarregadores.

A modificagdo do formato da Cellbag através do uso do suporte, desenvolvido
nesta tese, possibilitou alterar o regime de escoamento do fluido. Com a
Cellbag operada dentro do suporte, o depdsito de microcarregadores “tipo
duna” ndo ocorreu. Com a operagéao da Cellbag inserida no suporte foi possivel
obter fatores de expanséo celular superiores aos reportados na literatura para
expansdo de CTM em biorreator com movimento ondulatério e proximos aos
reportados para modelos de biorreatores tradicionais.

138



7. CONCLUSOES

4. Os cultivos Spinner-Wave,,.q apresentaram FE entre 5,8 (Spinner-Wave,,33) e
8,5 (Spinner-Wave,,¢4). Nos cultivos Waven,,, C€Om microcarregador
Cultispher-S®, obteve-se FE entre 6,3 (Wavenosdces) € 25,6 (Waveme2cs). O
menor FE obtido nos cultivos Spinner-Wave,,.s em comparacdo aos cultivos
Waven.g com melhor desempenho (Waven,s2cs € Waven.s3cs) foi atribuido a
transferéncia das células do frasco spinner para o Biorreator Wave™ e a
necessidade de adaptacdo das células a mudanca na hidrodindmica de

agitacéo.

5. Os cultivos Wave,,s com microcarregador MAG apresentaram menor
crescimento, 0 que se assumiu estar relacionado a maior deposicdo de
microcarregadores na superficie lateral da Cellbag, na regido de borda liquido-
gas, quando comparado aos cultivos com Cultispher-S®.

6. As CTM-CU coletadas nos cultivos no Biorreator Wave™ e nos cultivos controle
em frasco spinner apresentaram o0s requisitos de qualidade: manutencéo da
capacidade de diferenciacdo in vitro em adipdcitos, ostedcitos e condroécitos e

expressao dos marcadores de superficie caracteristicos de CTM.

7. Os cultivos S2¢s, S2uac © Whoa3cs apresentaram regulacéo positiva de genes
que estavam ligados as funcbes biologicas de adesdo celular, resposta
inflamatdria, resposta imune, organizagdo da matriz extracelular e producéo de

colageno.

8. O Biorreator Wave™ apresentou a maior relacdo de vesiculas extracelulares,
com didmetros entre 40-150 nm, por CTM-CU. Para tal faixa de diametro de
particulas, no Biorreator Wave'" foram obtidas entre 2,94 - 3,15 x 10* VEs/cel
com o microcarregador Cultispher-S® e 7,07 - 9,04 x 10* VEs/cel com o
microcarregador MAG. Cultivos controle em spinner apresentaram
concentracéo de 0,61 - 1,34 x 10* VEs/cel com o microcarregador MAG.

9. Através do conhecimento acerca da operacdo do biorreator com movimento
ondulatorio, obtido nesta tese, sera possivel a elaboracdo de processos de
cultivo de CTMs nesse modelo de biorreator, para uso em escala clinica,
visando a produgdo do meio condicionado derivado das CTMs e CTMs em
acordo com os requisitos de qualidade exigidos pelos 6rgaos reguladores.
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SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

S&o apresentadas as seguintes sugestfes para estudos futuros:

Realizar cultivos da CTM-CU no Biorreator Wave™, com modificacdo do
formato da Cellbag, substituindo o soro fetal bovino por suplementos xeno-free,
a fim de averiguar o perfil de expansdo da CTM-CU em condigbes mais
apropriadas para aplicacao clinica.

Realizar estudos de expressdo génica, caracterizacdo dos fatores troficos e
componentes empacotados nas vesiculas extracelulares presentes no meio
condicionado derivado da CTM-CU, obtido em cultivos isentos de soro fetal
bovino no Biorreator Wave™, com modificacdo do formato da Cellbag, com
amostras coletadas durante o periodo de crescimento e ao término do cultivo.

Avaliar tratamentos no filme interno da Cellbag que evitem a adsorcdo de
compostos presentes no meio de cultivo e, assim, possibilitem a manutengéo
do carater hidrofdbico sem comprometer a qualidade do cultivo, contribuindo na
reducdo dos depositos de particulas ao longo das paredes da Cellbag, na
regido de borda liquido-gés.

Através da fluidodinAmica computacional, realizar estudos das condi¢cbes de
operacdo aplicadas no cultivo da CTM-CU no Biorreator Wave™ com
modificacdo do formato da Cellbag, obtendo dados precisos de poténcia
dissipada, tensdo de cisalhamento e agitacdo minima para suspensdo de
particulas (Nsyy).
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APENDICE 1

Apéndice 1. Curva padrdao da analise de células viaveis pelo
método MTT.

Cultivo Slcg

1.0x10° ' ' ' . R
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Figura 69 — Curva padrdo da analise de MTT — Cultivo S1cs. Equacao de ajuste y = -
2,383E7x°+9,617E6X, com coeficiente de determinacé&o de 0,995.

Cultivos SZCS e Wmod3CS
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Figura 70 — Curva padrdo da analise de MTT — Cultivos S2¢s € W,,43cs. Equacao de
ajustey = -7,161E7x*+1,666E7x, com coeficiente de determinacéo de 0,989.
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Cultivos SWmodlcs e SWmodzcs
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APENDICE 1

Figura 71 — Curva padrdo da analise de MTT — Cultivos SW 0,1 € SW,0¢2. Equacéo

de ajuste y = -8,12E6x°+5,74E6x+3,87E4 com coeficiente de determinac&o de 0,994.

Cultivos SWmodscse SWmod4CS
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Figura 72 — Curva padrdo da analise de MTT — Cultivos SWy,,43.6 SWi,0¢4. Equacéo
de ajuste y = -1,34E7x%*+7,01E6x+5,8E4, com coeficiente de determinac&o de 0,986.
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APENDICE 1

Cultivo Wmod1CS
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Figura 73 — Curva padréo da analise de MTT — Cultivo W,.s1cs. Equacdo de ajuste
= -1,98577E7x°+8,78482E6x, com coeficiente de determinagéo de 0,995.
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Figura 74 — Curva padréo da analise de MTT — Cultivo W,.s2cs. Equacdo de ajuste
y = -5.21E7x*+1.41439E7x, com coeficiente de determinac&o de 0,989.

153



APENDICE 1

Cultivo Wmod4CS
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Figura 75 — Curva padrédo da andlise de MTT — Cultivo W ,.44cs. EQuacéo de ajuste

y = -2,47E6x°+3,24E6x, com coeficiente de determinag&o de 0,989.
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APENDICE 2

Apéndice 2. Dados dos cultivos Spinner, Spinner-Wave,,.q € Wave,,.q: numero de células aderidas aos
microcarregadores; concentracdo de glicose, glutamina, arginina, lactato e amdnia; porcentagem de

CO,; pH; agitacao e lista dos aminoacidos com consumo superior a 60%.

Tabela 13. Dados do cultivo Slcs.

Tempo NUumero de Tempo Glc Gln Arg Lac NH; CO; H rom Angulo  Aminoécidos c/
(h)  célulasaderidas  (h)  (MM) (mM) (mM) (mM) (MmM) (%) " P () consumo > 60%
0 -

24 2.45E+06 11.11 234 291 1.39 16.0 7.212 int -
48 5.09E+06 9 150 7.211 int -
72 1.07E+07 24 10.92 1.65 135 7.101 50 -
96 2.84E+07 24 13.5 7.083 50 -
120 1.06E+08 48 10.65 233 3.07 205 10.0 7.143 50 -
144 1.37E+08 72 10.27 276 111 80 7.177 50 -
168 1.27E+08 96 9.34 171 3.07 4.24 6.0 7.219 50 -
120 838 159 318 585 145 6.0 7.183 50 -
144 759 157 323 6.99 6.0 7.154 50 -

144 839 158 359 564 157 6.0 7.206 50 -
168 765 168 343 654 157 6.0 7.168 50 -

*int: agitac&o intermitente durante a fase de adeséo.
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Tabela 14. Dados do cultivo S2¢s.

Tempo Ndmero de Tempo Glc Gln  Arg Lac NH; CO» Angulo Aminoacidos c/
(h)  célulasaderidas  (h)  (mM) (mM) (mM) (mM) (mMm) (%) PH ™M™ ey consumo > 60%
24 2.78E+06 0 11.11 1.36 16.0 7.199 int - valina
48 2.21E+06 9 18.0 7.276 int -

72 9.84E+06 24 10.79 1.63 15.0 7.112 50 -
96 4.37E+07 24 15.0 7.108 50 -
120 9.81E+07 48 1045 3.06 3.95 1.94 95 7.227 50 -
144 1.48E+08 72 10.09 263 114 9.0 7.245 50 -
168 1.19E+08 96 926 224 337 385 85 7.2563 50 -
120 834 214 357 525 121 85 7.217 50 -
144 6.72 204 303 572 124 85 7.170 50 -
144 811 197 331 4283 85 7.100 50 -
168 783 192 372 6.02 122 80 7.115 50 -
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*int: agitac&o intermitente durante a fase de adeséo.
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Tabela 15. Dados do cultivo Slyac.

APENDICE 2

Tempo Numero de Viabilidade Tempo Glc GIn Arg Lac NH; CO», Angulo  Aminoécidos c/
(h)  células aderidas (%) h)  mM) mM) mM) (mM) mM) (% PP M ey consumo > 60%
24 1.63E+06 71.4 0 1111 2.79 232 153 175 7.213 int - -

48 3.50E+06 84.6 9 175 7.330 int -
72 5.81E+06 87.1 24 11.00 1.72 026 175 7.276 50 -
96 7.69E+06 94.3 48 1090 2.10 1.88 1.95 175 7.235 50 -
120 1.38E+07 92.7 72 10.77 2.24 15.0 7.268 50 -
144 2.35E+07 94.1 96 10.54 265 054 135 7.265 50 -
168 4.18E+07 96.6 120 10.16 2.30 257 3.23 13.0 7.014 50 -
192 4.29E+07 94.3 144 9.51 424 068 13.0 7.193 50 -
216 5.10E+07 935 168 881 176 238 548 105 7.234 50 -
240 6.11E+07 935 168 9.34 4.42 10.0 7.202 50 -
264 7.78E+07 91.0 192 8.62 578 153 100 7.113 50 -

216 788 145 219 6.62 10.0 7.073 50 -

216 8.63 5.23 10.0 7.072 50 -

240 7.76 6.20 10.0 7.109 50 -

264 720 134 211 681 18 90 7.100 50 -

157

*int: agitac&o intermitente durante a fase de adeséo.



Tabela 16. Dados do cultivo S2yac.

APENDICE 2

Tempo Numero de Viabilidade Tempo Glc GIn Arg Lac NH; CO», H Angulo  Aminoécidos c/
(h)  células aderidas (%) )  (MmM) (MM) (MmM) (MM) (mM) (%) P 'PM () consumo > 60%
24 1.63E+06 81.6 0 1111 2.79 232 153 175 7.213 int - glutamina
48 2.38E+06 85.5 9 175 7.367 int -

72 4. 75E+06 93.4 24 10.68 168 035 175 7.199 50 -
96 6.06E+06 87.6 48 1081 1.77 156 1.89 175 7.216 50 -
120 1.58E+07 91.7 72 10.66 2.11 15.0 7.253 50 -
144 2.94E+07 93.6 96 10.57 249 086 135 7.321 50 -
168 4.20E+07 94.1 120 10.37 3.01 13.0 7.085 50 -
192 5.25E+07 92.6 144 9.77 3.76 124 13.0 7.197 50 -
216 6.36E+07 90.5 168 919 189 239 490 105 7.265 50 -
240 8.41E+07 92.9 168 946 158 179 4.10 10.0 7.184 50 -
264 8.10E+07 90.5 192 8.92 5.37 10.0 7.176 50 -
216 807 161 226 630 185 100 7.147 50 -
216 8.80 5.19 10.0 7.176 50 -
240 7.94 6.06 10.0 7.180 50 -
264 752 105 157 681 143 90 7.117 50 -
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Tabela 17. Dados do cultivo SWqpq1lcs.

APENDICE 2

Tempo Ndamero de Tempo Glc Gln  Arg Lac NH; CO; H Tempo Angulo Aminoéacidos c/
(h)  célulasaderidas  (h)  (MM) (MM) (mMM) (mM) (mMm) (%) P )y ™M™ ¢y consumo > 60%
24 8.63E+06 0 1111 273 252 162 14.0 7.107 0 int - glutamina
48 1.05E+07 10 13.5 7.158 24 20 4
72 9.98E+06 24  10.79 2.36 135 6.994 48 20 4
96 1.14E+07 24 10.0 7.27 48 27 4
120 1.78E+07 48 1079 225 241 206 074 10.0 7.066 72 27 4
144 2.62E+07 72 10.79 214 241 231 80 7.133 96 27 4
168 4.17E+07 96  10.59 2.56 8.0 7.236 96 24 4
192 4.84E+07 120 1036 156 228 298 109 6.0 7.293 120 24 4
216 6.01E+07 144  10.08 3.35 6.0 7.249 144 24 4
240 3.82E+07 168 988 133 235 3.95 6.0 7.265 168 24 4

192 925 113 226 445 153 6.0 7.238 168 27 3
216 881 094 222 497 6.0 7.221 192 27 3
240 865 0.72 212 563 176 6.0 7.176 216 27 3

240 27 3

*int: agitagdo intermitente durante a fase de adeséo realizada em frasco spinner.
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Tabela 18. Dados do cultivo SWq042cs.

APENDICE 2

Tempo Ndamero de Tempo Glc Gln  Arg Lac NH; CO; H Tempo Angulo Aminoéacidos c/
(h)  célulasaderidas  (h)  (MM) (MM) (mMM) (mM) (mMm) (%) P )y ™M™ ¢y consumo > 60%
24 9.00E+06 0 1111 3.03 286 142 13.5 7.258 0 int - glutamina
48 1.38E+07 9 18.0 7.365 24 15 7 metionina
72 9.38E+06 24  11.00 2.17 18.0 7.055 48 15 7 fenilalanina
120 1.19E+07 24 9.0 7.249 48 15 5
144 1.13E+07 48 1082 258 246 178 095 9.0 7.168 72 15 5
168 2.84E+07 72 1068 226 299 1.9 70 7.222 72 24 4
192 6.10E+07 120 158 2.30 129 6.0 7.291 96 24 4
216 5.52E+07 144  10.46 2.61 6.0 7287 120 24 4
240 6.97E+07 168 10.23 1.26 2.28 2.96 6.0 7285 144 24 4

192 1010 111 224 35 153 6.0 7.264 168 24 4
216 9.80 099 231 4.05 6.0 7259 192 24 4
240 949 086 226 461 165 6.0 7254 192 26 3
216 26 3
216 27 3
240 27 3

*int: agitagc&o intermitente durante a fase de adeséo realizada em frasco spinner.
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Tabela 19. Dados do cultivo SW,043cs.

APENDICE 2

Tempo NUumero de Tempo Glc Gln Arg Lac NH; CO; pH Tempo rpm Angulo Aminoacidos c/
(h) células aderidas (h) (mM) (MmM) (MM) (MM) (MM) (%) (h) ©) consumo > 60%
24 1.18E+07 0 1111 270 227 13 14.0 7.119 0 int - glutamina
48 1.12E+07 9 15.0 7.228 24 15 7
72 1.27E+07 24 9.98 2.34 135 7.126 48 15 7
96 2.23E+07 48 1121 259 211 167 0.75 11.0 7.160 48 24 4
120 2.04E+07 72 10.29 193 223 2.05 95 7.135 72 24 4
144 3.04E+07 96 10.23 2.34 8.0 7.237 96 24 4
168 4.13E+07 120 10.27 171 225 276 096 8.0 7.205 120 24 4
192 6.22E+07 144 10.08 3.16 75 7.198 144 24 4
216 6.78E+07 168 975 133 223 3.73 7.0 7.256 168 24 4
240 6.68E+07 192 949 119 226 435 141 7.0 7.254 168 27 3

216 923 106 221 4.93 70 7.264 192 27 3
240 840 090 217 534 176 7.0 7.275 216 27 3
240 27 3

*int: agitacdo intermitente durante a fase de adeséo realizada em frasco spinner.
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Tabela 20. Dados do cultivo SW,pq¢4cs.

APENDICE 2

Tempo Ndamero de Tempo Glc Gln  Arg Lac NH; CO; H Tempo Angulo Aminoéacidos c/
(h)  célulasaderidas  (h)  (MM) (MM) (mMM) (mM) (mMm) (%) P )y ™M™ ¢y consumo > 60%
24 1.18E+07 0 11.11 249 227 1.14 15.0 7.188 0 int - glutamina
48 2.25E+07 9 15.0 7.344 24 15 7
72 1.85E+07 24 217 2.19 13.5 7.155 48 15 7
120 3.65E+07 48 10.53 208 106 10.0 7.170 48 24 4
144 4.84E+07 72 10.43 1.89 2.47 80 7.269 96 24 4
168 6.66E+07 96 10.24 2.88 80 7.231 120 24 4
192 9.11E+07 120 998 163 214 327 119 80 7.223 144 24 4
216 9.98E+07 144 9.68 3.78 80 7.274 168 24 4
240 8.63E+07 168 933 144 218 4.43 80 7.261 168 27 3

192 906 125 215 497 157 8.0 7.249 192 27 3
216 856 110 212 553 80 7.172 216 27 3
240 838 093 216 6.00 183 65 7.208 216 33 2

240 33 2

*int: agitacdo intermitente durante a fase de adeséo realizada em frasco spinner.
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Tabela 21. Dados do cultivo Wpeglcs.

APENDICE 2

Tempo Namero de Tempo Glc GIn  Arg Lac NH;z CO; H Tempo Angulo Aminoacidos ¢/
(h) células aderidas (h) (mM) (MmM) (MmM) (MM) (MM) (%) P (h) ) consumo > 60%
24 4.35E+06 0 1111 231 250 1.31 8.5 7.143 0 2 2 glutamina
48 4.21E+06 9 85 7.112 9 5 3
72 4.28E+06 24 241 3.26 85 7.167 24 5 3
96 4.20E+06 24 85 7.21 24 24 4
120 8.35E+06 48 11.01 170 090 85 7.262 48 24 4
144 5.20E+06 72 10.87 150 221 1.82 85 7.275 72 24 4
168 8.27E+06 96 10.77 1.96 85 7.262 96 24 4
192 1.33E+07 120 10.62 083 135 213 129 89 7.282 120 24 4
216 4.93E+07 144 10.59 2.29 89 7.272 144 24 4
240 5.06E+07 168 1058 0.77 141 255 9.0 7.305 168 24 4

192 1046 080 154 281 144 85 7.277 192 24 4
216 10.35 090 190 3.12 85 7.286 216 24 4
240 10.16 098 2.10 340 170 85 7.284 240 24 4
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Tabela 22. Dados do cultivo Wpeg2cs.

APENDICE 2

Tempo Ndamero de Tempo Glc Gln  Arg Lac NH; CO; H Tempo Angulo  Aminoacidos ¢/
(h) células aderidas (h) (mM) (MmM) (MM) (MM) (MM) (%) P (h) ©) consumo > 60%
24 6.05E+06 0 11.11 1.19 10.0 6.835 0 estatico glutamina
48 5.18E+06 9 10.0 6.926 24 24 4 prolina
72 6.88E+06 24 11.16 258 397 154 85 7.142 48 24 4
96 1.42E+07 24 85 7.248 72 24 4
120 2.88E+07 48 11.06 172 088 85 7.25 96 24 4
144 3.42E+07 72 10.95 215 3.86 1.88 85 7.261 120 24 4
168 1.14E+08 96 10.93 2.09 8.5 7.268 144 24 4
192 1.35E+08 120 10.77 0.75 149 229 120 85 7.284 168 24 4
216 1.35E+08 144  10.59 2.69 85 7.292 192 24 4
240 1.55E+08 168 10.32 1.11 146 3.07 85 7.257 216 24 4

192 10.15 106 219 341 157 85 7.287 240 24 4
216 9.81 084 183 3.68 85 7.253
240 977 080 183 397 183 85 7.278
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Tabela 23. Dados do cultivo Wpeg3cs.

APENDICE 2

Tempo Ndamero de Tempo Glc Gln  Arg Lac NH; CO; H Tempo Angulo Aminoéacidos c/
(h) células aderidas (h) (mM) (MmM) (MM) (MM) (MM) (%) P (h) ©) consumo > 60%
24 4.29E+06 0 11.00 3.76 3.04 145 10.5 7.153 0 estatico -

48 4.16E+06 6 10.5 7.315 24 24 4
72 4.91E+06 24 10.90 1.62 10.5 7.048 48 24 4
96 8.77E+06 24 105 7.091 72 24 4
120 1.26E+07 48 10.88 356 305 176 012 95 7.404 96 24 4
144 1.65E+07 72 10.83 1.89 10.0 7.385 120 24 4
168 2.06E+07 96 10.77 2.01 10.0 7.378 144 24 4
192 3.20E+07 120 1067 325 333 215 025 10.0 7.381 168 24 4
216 5.99E+07 144  10.57 2.35 10.0 7.399 192 24 4
240 9.59E+07 168 10.34 2.54 10.5 7.380 216 24 4
264 1.07E+08 192 1032 214 256 283 032 105 7.389 240 24 4
288 1.06E+08 216 10.11 3.14 105 7.386 264 24 4
240 990 126 171 371 0.95 105 7.148 288 24 4

264 9.60 4.25 95 7.201

288 954 167 277 479 111 95 7.243
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Tabela 24. Dados do cultivo Wpeg4cs.

APENDICE 2

Tempo Ndamero de Tempo Glc Gln  Arg Lac NH; CO; H Tempo Angulo Aminoéacidos c/
(h) células aderidas (h) (mM) (MmM) (MM) (MM) (MM) (%) P (h) ©) consumo > 60%
24 4.90E+06 0 11.00 199 194 133 9.5 7.040 0 estéatico -

48 4.87E+06 6 95 7.226 24 24 4
72 7.38E+06 24 10.89 1.60 10.0 7.233 48 24 4
96 8.09E+06 24 10.0 7.342 72 24 4
120 8.16E+06 48 10.88 259 274 168 047 100 7.274 96 24 4
144 8.39E+06 72 10.89 1.80 10.0 7.284 120 24 4
168 9.55E+06 96 10.89 196 234 1.90 10.0 7.307 144 24 4
192 1.03E+07 120 10.85 198 0.97 10.0 7.299 168 24 4
216 1.17E+07 144  10.89 2.12 10.0 7.307 192 24 4
240 1.29E+07 168 10.80 2.21 10.0 7.325 216 24 4
264 1.43E+07 192 10.76 157 255 2.38 10.0 7.315 240 24 4
288 2.00E+07 216 10.74 251 185 100 7.337 264 24 4
312 3.10E+07 240 10.72 158 3.04 281 10.0 7.272 288 24 4

264 10.62 3.11 10.0 7.245 312 24 4

288 1048 1.33 266 347 10.0 7.253

312 1037 138 3.08 384 235 10.0 7.239
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Tabela 25. Dados do cultivo Wiogluac.

APENDICE 2

Tempo NUimero de Viabilidade (o4 Tempo Glc Gln Arg Lac NHz; CO; H Tempo Angulo  Aminoéacidos c/
(h)  célulasaderidas V'@bilidade 0) )™ vy mM)  (mM) (mM) (mM) (%) P (h) )  consumo > 60%
24 6.47E+06 84.5 0 11.00 345 3.00 1.59 10.5 7.030 0 estatico glutamina
48 5.40E+06 86.3 6 105 7.134 24 24 4
72 6.22E+06 79.0 24 10.83 1.67 105 7.235 48 24 4
96 1.18E+07 78.6 24 105 7.278 72 24 4
120 1.18E+07 75.2 48 10.75 3.10 3.02 189 036 105 7.344 96 24 4
144 1.84E+07 78.5 72 1064 3.14 2.11 10.5 7.380 120 24 4
168 1.86E+07 82.1 96 10.58 2.40 105 7374 144 24 4
192 2.88E+07 81.2 120 1054 262 294 268 081 105 7.335 168 25 3
216 2.31E+07 84.2 144  10.25 3.01 10.5 7.457 192 25 3
240 3.51E+07 87.6 168 10.02 194 248 3.49 10.7 7.407 216 25 3
264 3.44E+07 86.8 192 9.70 4.07 10.7 7.365 240 25 3
288 3.85E+07 88.4 216 9.17 185 261 487 153 11.0 7.450 264 25 3
312 3.28E+07 87.3 240 9.02 5.50 11.0 7.386 288 25 3

264 883 160 265 6.11 11.0 7357 312 25 3
288 8.46 6.87 11.0 7.347
312 795 133 274 759 224 11.0 7.239
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Tabela 26. Dados do cultivo Wieg2mac-

APENDICE 2

Tempo NUimero de Viabilidade (o4 Tempo Glc GIn  Arg Lac NH3 CO; H Tempo Angulo  Aminoéacidos c/
(h)  célulasaderidas V'@bilidade 0) @)™ vy mM) M) M) M) (%) P (h) )  consumo > 60%
24 6.94E+06 94.0 0 11.0 325 284 1.72 10.0 6.945 0 estatico glutamina
48 9.89E+06 87.7 6 10.0 7.024 24 25 3
72 1.27E+07 80.0 24 10.5 1.87 10.0 7.126 48 25 3
96 1.27E+07 85.0 24 10.0 7.211 72 25 3
120 2.44E+07 90.5 48 10.4 3.07 295 218 0.341 10.0 7.338 96 25 3
144 2.19E+07 88.6 72 10,2 3.04 294 250 10.0 7.384 120 25 3
168 3.11E+07 87.3 96 10.1 2.86 10.0 7.366 144 25 3
192 2.88E+07 88.1 120 99 274 376 332 0874 10.0 7.370 168 25 3
216 3.57E+07 89.6 144 9.6 3.89 10.0 7.346 192 25 3
240 2.92E+07 83.8 168 94 203 268 4.28 10.0 7.359 216 24 3
264 3.14E+07 89.3 192 9.2 4.90 10.0 7251 240 24 3
288 2.85E+07 84.6 216 88 174 265 548 1613 10.0 7.248 264 24 3
312 2.81E+07 88.3 240 8.4 5.98 10.0 7.26 288 24 3

264 81 154 266 6.69 10.0 7.239 312 25 3
288 7.6 7.10 10.0 7.263
312 73 128 270 7.76 2185 10.0 7.197
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