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RESUMO

A utilizagdo de células estromais mesenquimais (MSCs em inglés) para a terapia clinica tem
sido limitada pela baixa quantidade de células que podem ser obtidas diretamente do tecido,
tornando necessario o desenvolvimento de técnicas de expansdo do numero de células in vitro.
Os métodos atuais de expansdo apresentam necessidade de intensa mao de obra, ambientes
desfavoraveis para o crescimento celular, niveis de expansdo ainda modestos e baixo
rendimento na recuperacgdo destas células. Na procura de melhores alternativas, diversos tipos
de biorreatores vém sendo avaliados, porém, com resultados ainda discretos. Um sistema
pouco estudado que tem se mostrado muito eficiente no uso com outros tipos de células
animais € o biorreator de fibra oca. Este biorreator apresenta ambiente de cultura
relativamente homogéneo, baixo nivel de forgas hidrodindmicas sobre as células e o controle
do processo é feito através de manipulacéo externa a cultura. Assim, é proposto neste trabalho
0 estudo da expansdo in vitro de MSCs num proto6tipo de biorreator de fibra oca de 15 mL
projetado e construido com uma configuracdo especialmente concebida para expansdo de
MSCs a serem utilizadas em aplicacOes terapéuticas. O indculo foi preparado com MSCs pré-
cultivadas aderidas ao microcarregador Cultispher-S na concentragédo de 4 g/L em frasco
spinner contendo 50 mL de meio de cultura a-MEM com 15% v/v de soro fetal bovino. O pre-
cultivo foi realizado em incubadora de CO2 a pH préximo a 7,3 e temperatura de 37°C. Para
os cultivos de expansdo no biorreator foi utilizado o mesmo meio de cultura, com adigéo de
12 g/L de alginato e 4,25-4,50 mM de CaCl> como agentes geleificantes para imobilizar e
manter suspensos 0s microcarregadores, nas condicGes de pH e temperatura utilizadas no pré-
cultivo. A oxigenacdo do meio de cultura continuamente recirculado pelo espaco intracapilar
foi realizada mediante borbulhamento de ar em um frasco externo. Os niveis de oxigenagao
foram de 70 a 90% da saturacdo com ar. Os resultados experimentais obtidos mostram que a
configuracdo utilizada propiciou boas condices para a expansao sem agregacdo celular das
MSCs, chegando-se a fatores de expansdo estimados de 15,3 vezes e niveis de recuperacdo de
células de 82%. Esses resultados também evidenciam a possibilidade de melhora da eficiéncia
da expansao das MSCs através da renovacdo do meio de cultivo para a manutencédo de niveis
adequados de arginina, nutriente presente em quantidades limitantes, e amonia, metabdlito

inibidor de crescimento.

Palavras-Chave: Células estromais mesenquimais. Crescimento celular. Biorreator. Fibra

oca. Microcarregador.



ABSTRACT

The use of mesenchymal stromal cells (MSCs) for clinical therapy has been limited by the
low amount of cells that can be obtained directly from tissue, making it necessary to develop
techniques for in vitro cell number expansion. The current methods of expansion are labor-
intensive, exhibit unfavorable environments for cell growth, show still modest levels of
expansion and low vyield in the recovery of these cells. In the search for better alternatives,
several types of bioreactors have been assessed, however, with results still discreet. A little-
studied system, which has showed itself very effective in the use with other types of animal
cells, is the hollow fiber bioreactor. This bioreactor has relatively homogeneous culture
environment, low level of hydrodynamic stress on cells and the process control is made
through manipulation external to the culture. Thus, it is proposed in this work the study of the
in vitro expansion of MSCs in 15 mL hollow fiber prototype bioreactor designed and built
with a configuration specifically conceived for expansion of MSCs for use in therapeutic
applications. The inoculum was prepared with MSCs precultured adhered to microcarrier
Cultispher-S at concentration of 4 g/L in spinner flask containing 50 mL of a-MEM culture
medium with 15% v/v fetal bovine serum. The preculture was performed in CO; incubator at
pH close to 7.3 and temperature of 37°C. For bioreactor expansion cultures, it was used the
same culture medium, with addition of 12 g/L of alginate and 4.25-4.50 mM of CaCl; as
gelling agents to immobilize and keep in suspension the microcarriers, in the conditions of pH
and temperature used in the preculture. The oxygenation of the culture medium continuously
recirculated through the intracapilar space was carried out by air bubbling in an external flask.
The oxygenation levels were of 70 to 90% of saturation with air. The experimental results
obtained show that the used configuration of hollow fiber bioreactor promoted good
conditions for expansion of MSCs without cell aggregation, reaching 15.3-fold expansion and
cell recovery levels of 82%. These results also demonstrate the possibility of improving the
efficiency of MSCs expansion through the renewal of medium to maintain suitable levels of

arginine, nutrient present in limiting amounts, and ammonium, growth inhibitor metabolite.

Keywords: Mesenchymal stromal cells. Cell growth. Bioreactor. Hollow fiber. Microcarrier.
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1 INTRODUCAO

Terapia celular é o procedimento médico que visa restabelecer a estrutura e a
funcdo de um tecido por meio da utilizacdo de células individuais ou de um grupo de
populacbes celulares. Essa atividade estd envolvida no tratamento de disfungdes orgéanicas
causadas por trauma, doencas, processos degenerativos precoces naturais ou causados por
agressdo ambiental, ou pelo processo degenerativo proprio da senilidade. Neste cenario as
células-tronco, células indiferenciadas com capacidade de autorrenovacdo, entram como
importantes ferramentas para auxiliar o reparo e regeneragdo de varios tecidos usando células
do proprio paciente ou doador. Este processo regenarativo tem como principio a atividade
multipotente das células-tronco, ou seja, a sua capacidade como células progenitoras de se
diferenciarem in situ no tipo celular do sitio receptor (SILVA-JR; BOROJEVIC, 2008).

Dentre as células-tronco, uma fonte promissora de células para a terapia celular
é a célula estromal mesenquimal (MSC — Mesenchymal Stromal Cell), estas sdo células
dependentes de ancoramento, tendo alta capacidade de aderir em superficies, sendo de facil
isolamento e de répida expansdo ex vivo (DAI et al., 2011). MSCs sdo clinicamente
excelentes agentes terapéuticos para o tratamento de numerosas condic@es clinicas, como a
doenca do hospedeiro contra o enxerto, infarto do miocardio, insuficiéncia renal, doenca de
Crohn, reparo da cartilagem e menisco, acidente vascular cerebral e lesdo da medula espinhal
(CAPLAN, 2007). Entretanto, a baixa frequéncia de MSCs no individuo adulto torna a sua
expansao um pré-requisito para terapia celular (RINGDEN et al., 2006).

Métodos convencionais de expansdo de MSCs em culturas estaticas em frascos
comuns de cultura consomem demasiado tempo e necessitam de intensa e crescente méo de
obra durante o processo, limitando assim a expanséo de células-tronco, sendo que para atingir
melhor eficacia terapéutica provavelmente se necessitard de quantidades ainda maiores de
células (LAZARUS et al., 2005). Além de limitar o nimero total de células, tais métodos de
cultura forgam as células a suportarem o tratamento enzimatico, a dissociacéo fisica e a forca
de centrifugacdo em seus protocolos de passagens para expansdo, sendo necesséria a abertura
do recipiente de cultura, promovendo provaveis riscos de contaminagéo (YE et al., 2010).

Métodos de cultura estatica também apresentam limites devido ao fato de
apresentarem condicGes heterogéneas de concentracdo de nutrientes, em razdo da

transferéncia de nutrientes ocorrer somente por difusdo através do liquido. Sistemas de
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biorreatores mais avancados que impdem condi¢des de cultura dinamicas, como o frasco de
suspensdo agitada, podem ser a solugdo para minimizar as limitagdes do transporte de
nutrientes e sdo cruciais quando uma grande quantidade de células é desejada. Agitacdo e
perfusdo sdo estratégias que podem ser usadas para este objetivo, resultando em diferentes
configuracOes de biorreatores, que podem ser usados na cultura de células-tronco (GODARA,;
NORDON; MCFARLAND, 2008a).

Apesar do notavel interesse no desenvolvimento de tecnologias de cultivo de
células-tronco, ndo ha muitos relatos na literatura sobre técnicas e equipamentos para sua
expansdo in vitro em larga escala. Para a implementacdo bem sucedida de cultura de MSCs
em sistemas de biorreatores é necessario atender diversos parametros criticos, que incluem
variaveis fisico-quimicas, como pH, oxigénio dissolvido, temperatura e tensdo cisalhante.
Também deve-se atender parametros bioquimicos, incluindo concentracGes de nutrientes
chaves, metabdlitos ou fatores de crescimento (RODRIGUES et al., 2011). A Figura 1 resume
esse conjunto de parametros.

Figura 1 - Pardmetros de processos criticos influenciando a expanséo e/ou diferenciacdo de células-tronco em
biorreatores.

Valores acima ou abaixo do
nivel fisiolégico podem ser
prejudiciais a manutengdo

celular Provoca danos fisiologicos
Niveis baixos (Hipoxia) parecem influenciar - g
na manutengio e diferenciagio £ afetando funcGes celulares
—~— | pH I £
[ Oxigeénio dissolvido ] iyt TensAo cisalhante hidrodindmica

Fisico-quimicos

I (Gmamn)

Muito importante, tipicamente Medida de presséo
mantida em 37°C em cultivo de osmética no meio de

células-tronco ' cultura, pode afetar a
- funcionalidade celular

(adaptado de RODRIGUES et al., 2011).

Nos ultimos 5 anos, varios tipos de biorreatores foram propostos para a
expansdo de MSCs, tendo-se destacado biorreatores agitados para células aderidas a
microcarregadores (EIBES et al., 2010; FERRARI et al., 2012). Apesar dos grandes
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progressos mostrados por esses sistemas de expansdo, a formacdo de aglomerados de
microcarregadores devido as ligacGes célula-célula auxiliadas pela formacgdo de matriz
extracelular e as colisbes entre particulas no sistema agitado tém limitado o uso dessas
técnicas de cultivo. A aglomeracdo de microcarregadores pode formar particulas na ordem de
1 mm de didmetro, acabando por limitar o transporte de nutrientes para as células localizadas
nas camadas mais afastadas da superficie. Como consequéncia desse problema, hd muita
morte celular intraparticular e um aumento na dificuldade na recuperacao das células no final
do cultivo, inviabilizando sua utilizacdo em aplicacdes terapéuticas. Essas dificuldades
também foram constatadas em trabalhos realizados em biorreatores do tipo tanque agitado
pelo grupo do mesmo laboratério onde foi realizada esta dissertacdo, o Laboratorio de
Tecnologia de Cultivos Celulares (LATECC) do Departamento de Engenharia Quimica
(DEQ) da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) (SANCHES, 2010; MENDONCA,
2013).

Um sistema alternativo e pouco estudado na expansdo de MSCs é o biorreator
de fibra oca (hollow fiber). Modulos de fibra oca tiveram muitas aplica¢es industriais, como
filtracdo, extracdo e oxigenacdo em inumeros processos nas Ultimas duas décadas. Como
biorreatores, eles foram amplamente usados para reacdes enzimaticas e cultura de células
animais, bactérias e leveduras para a producdo de anticorpos monoclonais, proteinas
recombinates e outros bioquimicos de alto valor (CADWELL, 2004). O principio de uso
consiste basicamente em tubos capilares porosos (fibras ocas) paralelos contidos em um
cilindro externo. Entre o cilindro e as fibras existe 0 chamado espaco extracapilar (EEC),
onde normalmente as células sdo inoculadas. No interior das fibras (espaco intracapilar) meio
de cultura com nutrientes flui, sendo que os nutrientes difundem-se através dos poros das
fibras para o EEC, possibilitando a nutricdo das células ali retidas. Além disso, os dejetos
metabolicos produzidos pelas células podem permear de volta para dentro das fibras e serem
levados pelo fluxo. Biorreatores de fibra oca sdo considerados uma boa opcao para a expanséo
de células-tronco devido ao seu relativo ambiente homogéneo de cultura, baixa tensdo de
cisalhamento nas células e controle através de manipulacdo operacional externa a cultura.
Mesmo apresentando bastante potencial no cultivo de células-tronco, existem poucos relatos
na literatura do uso do biorreator de fibra oca no cultivo de MSCs (YE et al., 2010).

Observada a importancia do desenvolvimento de técnicas de expanséo in vitro
de MSCs para 0 sucesso da terapia celular, combinada com as qualidades conhecidas e bem

estudas do biorreator de fibra oca, o presente estudo propds o uso de uma metodologia de
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cultivo in vitro de MSCs no biorreator de fibra oca, otimizando essa expansao através da
utilizacdo de um protétipo de biorreator projetado com auxilio de um modelo matematico e
construido especialmente para tal aplicacdo, a concepcdo inicial deste prototipo foi realizada
pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Tecnologia de Cultivos Celulares do Departamento
de engenharia Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos e ja foi relatado em trabalhos
anteriores (MIZUKAMI, 2012). Os trabalhos realizados pelo grupo com MSCs fazem parte
do projeto realizado em conjunto com a Fundagdo Hemocentro de Ribeirdo Preto
(FUNDHERP).
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2 OBJETIVOS

Desenvolvimento de uma metodologia de cultivo in vitro de MSCs em
biorreator de fibra oca, tendo como objetivos:

1 - Avaliacdo do desempenho de um biorreator de fibra oca com células
aderidas ao microcarregador Cultispher®-S, inoculadas no espago extracapilar retidas em um
gel e com circulacdo do meio de cultura pelo espaco intracapilar para expansao de MSCs de
forma que:

a) Se preservem as caracteristicas de diferenciacdo multipotente das células;

b) Néo se formem agregados de microcarregadores colonizados com células;

c) Permita um alto indice de recuperacdo de ceélulas viaveis para uso
terapéutico

2 - Obtencdo de valores de variaveis importantes do processo (inoculagéo,
composicdo do meio de cultura e oxigenacdo) para definicdo de um protocolo eficiente e

reprodutivel de expansao e recuperacao de MSCs.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisdo foi dividida em cinco partes principais. Na primeira sao
apresentados os tipos existentes de células-tronco e focando na MSCs é descrita a sua
localizacdo no corpo humano, técnicas de isolamento, caracteristicas da sua expansdo, meio
de cultura e aditivos usados. Na segunda parte é descrito o cultivo em microcarregadores,
mostrando o historico de sua criagdo, importancia atual e caracteristicas comuns encontradas.
Na terceira parte sdo apresentados diferentes tipos de biorreatores candidatos a serem
utilizados na expansdo de MSCs. Na quarta parte sdo apresentados os estudos realizados na
expansao de MSCs em biorreatores para mostrar como esta o cenario atual das pesquisas com

esse tipo celular. Na quinta parte sdo feitas consideracfes sobre esta revisao.

3. 1 Célula estromal mesenquimal

Uma cadeia ordenada de processos altamente regulados de proliferagéo,
migracdo, diferenciacdo e maturacdo celular resultam na producdo e manutencéo da maioria
das linhagens celulares em organismos adultos. As primeiras células desta cadeia sdo
chamadas de células-tronco. Junto com a sua capacidade extensiva de autorrenovacgdo, as
células-tronco demonstram um amplo potencial para dar origem a diversas progénies
diferenciadas. Além das células-tronco hematopoiéticas e intestinais, consideradas por muitos
anos como paradigmas de células-troncos, organismos adultos contém diversas outras classes
de células-tronco (MINGUELL; ERICES; CONGET, 2001).

Quando descritas por sua habilidade de se diferenciar em diferentes tipos de
tecidos, células-tronco sdo classificadas como totipotente, pluripotente, multipotente,
oligopotente ou unipotente. Células-tronco totipotentes tém a habilidade de dar origem a um
organismo completo. Células-tronco pluripotentes tém uma capacidade menor de
diferenciacéo, podendo formar a maioria de tipos de células e gerar alguns ou todos os tecidos
extraembrionarios. Células-tronco multipotentes tém capacidade de formar maultiplas
linhagens que constituem um ou mais tecidos completos. Células-tronco com capacidade de

formar duas ou mais linhagens dentro de um tecido sdo descritas como oligopotentes, e
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aquelas que podem formar uma Unica linhagem séo descritas como unipotentes (SMITH,
2006).

Células-tronco humanas, quando categorizadas por origem, sdo geralmente
descritas como embrionaria, fetal, umbilical ou adulta. Células pluripotentes derivadas do
embrido sdo encontradas na massa celular interior do quinto ao sexto dia de vida do
blastocisto (DONOVAN; GEARHART, 2001). Células-tronco fetais sdo multipotentes, sendo
elas encontradas em varios tecidos dos fetos, incluindo sangue, figado, medula 6ssea, pulméo,
rim e pancreas (CAMPAGNOLI et al., 2001). Células-tronco umbilicais sdo multipotentes
(ROGERS; CASPER, 2004) e séo geralmente isoladas do corddo umbilical (BIEBACK et al.,
2004) ou do tecido conjuntivo que cobre os vasos sanguineos dentro do cordao umbilical
(WANG et al., 2004). Células-tronco adultas s&o divididas em germinativas e sométicas. As
células-tronco germinativas sdo unipotentes e somente ddo origem a odcitos na fémea e
espermatozoides no macho, as quais sdao ambas células-tronco totipotentes. Células-tronco
somaticas sdo multipotentes, tendo a capacidade de diferenciacdo limitada, e de desenvolver
maltiplas linhagens que formam um tecido em particular (GODARA; NORDON;
MCFARLAND, 2008b).

Dentre as células-tronco adultas somaticas estdo as celulas estromais
mesenquimais (MSCs), que sdo células multipotentes capazes de se diferenciar em
osteoblastos, condrdcitos, adipdcitos, fibroblastos e outros tecidos de origem mesenquimal
(Figura 2). No corpo humano elas podem ser consideradas como reservatorios prontamente
disponiveis de células reparativas capazes de se mobilizar, proliferar e diferenciar para o tipo
celular apropriado em resposta a certos sinais (POUNTOS et al., 2007).

Mesmo tendo sido inicialmente isoladas da medula dssea de mamiferos, as
MSCs foram encontradas em um grande nimero de tecidos adultos, incluindo periosteo, 0sso
trabecular (osso de estrutura esponjosa), tecido adiposo, membrana sinovial, musculo
esquelético, dentes temporérios infantis (BARRY; MURPHY, 2004), cérebro, bago, figado,
rim, pulmdo, timo, pancreas (DA SILVA MEIRELLES; CHAGASTELLES; NARDI, 2006),
derme (YOUNG et al., 2001) sangue (ZVAIFLER et al.,, 2000) tenddo e ligamento
(GODARA; NORDON; MCFARLAND, 2008b).

Né&o existe um protocolo estabelecido para o isolamento de MSCs, mas existe
um grande numero de protocolos provendo dados ndo comparaveis. O primeiro e mais
simples método usado implica nas propriedades aderentes das MSCs, onde a medula dssea

inteira era colocada em placas de cultura plasticas e depois de 4 horas as células ndo aderentes
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eram descartadas. Foi observado que as células permaneciam dormentes por 2 a 4 dias e
depois proliferavam rapidamente (FRIEDENSTEIN; CHAILAKHJAN; LALYKINA, 1970).

Figura 2 — Processo Mesengénico.
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(SINGER; CAPLAN, 2011).

O préximo passo apds o isolamento é a expansao em numero de células ex-vivo
das MSCs. Este estagio permite a autorreplicacdo livre das MSCs objetivando um ndmero
suficiente para o uso clinico. Diversos fatores podem influenciar o rendimento da expansao de
MSCs e esses fatores sdo dependentes de doadores ou dependentes da técnica. Fatores
dependentes de doadores incluem idade (STENDERUP et al., 2003), presenca de traumas
(SEEBACH et al., 2007) e a presenca de doencas sisttémicas (PENG et al., 2007). Por
exemplo, MSCs de pacientes que sofrem de Hepatite B tém uma menor curva de crescimento
mesmo que apresentem a mesma aparéncia, forma e marcadores de superficie (PENG et al.,
2007). Os fatores dependentes da técnica sdo na maioria relacionados ao nimero alvo de
células e a qualidade do ambiente proporcionado para as células, sendo eles o numero de
passagens de MSCs, o método de cultura (tipo de biorreator) e 0 meio que serd usado para
expansdo (POUNTOS et al., 2007).

As MSCs podem se dividir por cerca de dezenove a vinte vezes sem perder
totalmente a sua propriedade de se proliferar e diferenciar (MURAGLIA; CANCEDDA,



REVISAO BIBLIOGRAFICA 26

QUARTO, 2000). Entretanto, sabe-se que o potencial de diferenciacdo da célula é
gradualmente reduzido durante a expansdo e o subcultivo extensivo compromete as funcgoes
celulares resultando numa senescéncia celular que é associada com a interrup¢do do
crescimento e a apoptose. Sendo assim a duracao e a condi¢do de cultura podem ser cruciais
para 0 sucesso do uso clinico destas células e devem ser consideradas ao desenvolver uma
estratégia terapéutica (BANFI et al., 2000).

Um dos mais importantes componentes de uma expansao satisfatoria de MSCs
€ 0 meio de cultura usado (POUNTOS et al., 2007). Um meio de cultura consiste em uma
solucdo que contém quantidades minimas de aminoacidos, vitaminas, glicose, sais e proteinas
do soro necessarias para a proliferacdo celular (EAGLE, 1955). Tanto quanto a composi¢ao
basal do meio e do soro usados podem resultar em uma diferenga significante no rendimento
da expanséo de MSCs. Em um estudo foram comparados 8 meios basais diferentes em termos
de indice de crescimento e numero final de células obtidas em cultura. Os resultados
mostraram grande diferenca entre 0os meios basais, sendo o0 meio o-MEM (alpha Minumum
Essential Medium) com Glutamax (substituto para glutamina de origem ndo animal, Life
Technologies, EUA) com 10% de soro bovino fetal o que apresentou melhores resultados
(SOTIROPOULOU et al., 2006).

E comum a dependéncia da adigdo de soro fetal bovino ao meio de cultura,
porém, o soro é uma fonte indesejavel de antigenos xenogénicos, tendo o potencial de
transmitir virus animais e prions e ter problemas com variabilidade entre diferentes lotes. Os
orgdos reguladores mais exigentes podem exigir que o0 meio siga normas parecidas com as da
indUstria farmacéutica, ou seja, composto de proteinas purificadas e bem caracterizadas. Outra
vantagem de um meio especifico definido seria a melhoria da reprodutibilidade do processo
de expansdo de MSCs, sem a necessidade de testar lotes de soros individualmente. Soro
autélogo humano pode ser uma alternativa vidvel para o meio suplementado de soro,
minimizando o risco de transmissdo de doencas (GODARA; NORDON; MCFARLAND,
2008a). Foi desenvolvido um sistema fechado para obtencdo de soro autélogo, obtendo
superior expansdo de MSCs em comparacdo ao meio suplementado com soro fetal bovino
(MIZUNO et al., 2006). Similarmente o lisado plaquetario obtido de concentrados de
trombocitos humanos aumentou o crescimento de MSCs, sendo este lisado proposto como um
substituto ao soro fetal bovino aplicavel ao uso clinico (LANGE et al., 2007). E importante
lembrar que o suprimento limitado e o custo de produtos sanguineos compativeis e seguros

para o0 uso terapéutico sdo importantes consideracdes para 0 aumento de escala.
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Por ser uma ceélula aderente, toda metodologia de expansdo de MSCs deve
possuir uma superficie de adesdo celular, podendo ela ser prépria do biorreator, como por
exemplo o fundo tratado para adesdo dos frascos plasticos de cultivos, ou adicionada através

de um componente adicional no cultivo, como por exemplo 0s microcarregadores.

3. 2 Microcarregadores

A maioria dos produtos de cultura celular de mamiferos derivados de DNA
recombinante é produzida usando células crescendo em suspensdo. Células mais comumente
usadas incluem células do ovéario de hamster chinés (CHO), do rim de hamster neonato
(BHK), de hibridoma e mieloma. Estas células podem ser cultivadas em fermentadores
similarmente a microrganismos. Entretanto, a grande maioria de células cultivadas em
laboratérios de pesquisa e muitas usadas na producdo de vacinas virais para humanos ou para
uso veterinario € dependente de ancoramento ou prefere o ancoramento. Isto significa que elas
precisam se ligar a uma superficie compativel para sobreviver e multiplicar ou se uma
superficie compativel estiver disponivel elas vao se ligar prontamente ao invés de continuar
em suspensdo. Células dependentes de ancoramento frequentemente usadas incluem células
de rim canino Madin-Darby (MDCK), Vero, fibroblastos como a linhagem MRC-5 e WI-38 e
quase todas as células primarias diferenciadas de tecidos ndo sanguineos, como hepatdcitos,
celulas neuronais e condrécitos (PESHWA; WONG; HU, 1999).

A necessidade de estabelecer um método de cultivo de células dependentes de
ancoramento em larga escala promoveu o desenvolvimento de microcarregadores. Estes sdo
basicamente pequenas esferas com diametro em escala de micrémetros que sdo compostos por
materiais compativeis para a adesdo celular assim permitindo o crescimento de células
dependentes de ancoramento. O primeiro cultivo em microcarregadores foi demostrado por
van Wezel com particulas de dietilaminoetil (DEAE) Sephadex AS50 originalmente
desenvolvidas para empacotamento de colunas para cromatografia de troca i6nica (VAN
WEZEL, 1967). O primeiro produto de escala industrial (vacina de polio inativada) produzido
em cultivo em microcarregadores foi subsequentemente introduzido por van Wezel (VAN
WEZEL, 1972). Este novo método de cultivo de células dependentes de ancoramento

estimulou outros pesquisadores a descobrirem novas técnicas para melhorar a adesdo celular
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nas esferas, testar novos tipos de microcarregadores e aumentar a densidade celular. Desde
entdo uma variedade de microcarregadores foi desenvolvida e muitas pesquisas possibilitaram
uma compreensdo da melhora das condigdes de cultivo. Com o uso de microcarregadores para
adesdo celular, uma grande superficie de crescimento pdde ser contida em um dado volume de
reator com um ambiente relativamente homogéneo. Com o uso de um reator similar aos
fermentadores convencionais, monitoramento e controle ambiental se tornou possivel, assim
abrindo a possibilidade de um melhoramento do processo (PESHWA; WONG; HU, 1999).

A maioria dos microcarregadores convencionais tem um didmetro de
aproximadamente 200-250 um quando suspenso no meio e uma densidade especifica de 1,02
— 1,03 g/cm®, um pouco maior que o do meio (proximo de 1 g/cm?®). Esta densidade um pouco
maior permite que seja necessario um baixo nivel de agitacdo para manter o0s
microcarregadores em suspensdo. Ela também permite a sedimentacdo apds o desligamento
da agitacdo, o que € ideal para a coleta de células ou troca de meio para permitir um maior
crescimento. Uma cultura tipica usa uma concentracdo de microcarregadores equivalente ao
volume de esferas sedimentadas de 5 a 15% do volume total de cultura. Isto fornece uma érea
superficial de 0,5 a 1,5 m%/L de volume de cultura. O potencial de aumentar a superficie de
crescimento foi avancado com o desenvolvimento de microcarregadores macroporosos, que
séo esferas convolutas altamente porosas com cavidades internas para a adeséo e crescimento
celular (NILSSON; BUZSAKY; MOSBACH, 1986). Um exemplo deste tipo de
microcarregador macroporoso é o Cultispher-S (Percell Biolytica AB, SWE) (Figura 3).

Figura 3 - Microcarregador Cultispher-S sem células (A), com células estromais de ratos (B) Barra de escala =
40 pm.

(YANG; ROSSI; PUTNINS, 2007).

Processos com microcarregadores, devido & sua facilidade de operacdo e
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controle, sdo ideais para o cultivo de células dependentes de ancoramento tanto em
laboratério quanto em larga escala. As necessidades da operagdo do biorreator séo
virtualmente idénticas aquelas de uma tipica cultura de células suspensas em fermentadores.
O limite maximo de agitacdo, entretanto, € menor, devido ao fato de promover um maior
numero de colisGes entre microcarregadores e de que se faz necessario um periodo inicial de
baixa agitacdo ou agitacdo intermitente para promover a adesdo celular. E importante nesta
fase uma distribuicdo homogénea de células por microcarregadores, evitando assim a
presenca de microcarregadores livres de células, fato que prejudica o rendimento do
crescimento celular (PESHWA; WONG; HU, 1999).

3. 3 Biorreatores

Um biorreator é definido como um equipamento capaz de fornecer os
requisitos fisioldgicos da célula, ou seja, para uma implementacdo bem sucedida de cultura de
células-tronco, diversos requesitos devem ser satisfeitos. Isso inclui variaveis fisico-quimicas,
como pH, oxigénio dissolvido ou temperatura, e bioquimicos, incluindo os niveis de
nutrientes, de metabdlitos ou de fatores de crescimento (RODRIGUES et al., 2011).

Os biorreatores mais simples sdo os aparelhos de cultura estatica (frascos,
bolsas ou placas) consistindo em um Gnico compartimento sem agitacdo onde nutrientes se
difundem para as células. A troca de gases (oxigénio e didxido de carbono) ocorre na interface
gas/meio. A agitacdo ird reduzir a camada limite estagnada em volta das células, suportes ou
microcarregadores, além de criar um microambiente celular mais homogéneo, estes
reservatorios agitados podem ser alimentados em batelada (uma Unica vez), em batelada
alimentada (entrada continua sem saida) ou se as células estiverem imobilizadas em suportes
ou microcarregadores, usando um sistema de perfusdo continuo. Um sistema de perfusdo tenta
substituir a fungdo da microcirculagao para que as células cresgam perto da densidade tecidual
(GODARA; NORDON; MCFARLAND, 2008a). Exemplos deste tipo de classificacdo de
biorreatores e exemplos tipicos de cultivo de células animais se encontram na Figura 4.

A escolha usual para a cultura de células de mamiferos e também de células-
tronco, em escala laboratorial sdo superficies planas de duas dimensGes como frascos de

cultura de tecidos (frascos-T), placas de pogos ou bolsas de sangue permeaveis a gas.
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Entretanto, apesar de sua simplicidade, facil manipulacdo e baixo custo, esses sistemas
estaticos de cultura apresentam serias limitacfes. Primeiro, a troca de gases ocorre somente na
interface gés/meio e a natureza estdtica da cultura conduz a criacdo de gradientes de
concentracdo (pH, oxigénio dissolvido, nutrientes, metabdlitos, etc.) no meio de cultura. O
aumento de escala desses sistemas de cultura tambéem é dificil. Quando um numero alto de
células é necessario, a razdo area superficial/volume baixa como a encontrada em frascos-T
implica na necessidade de uso de multiplos recipientes de cultura ou frascos com mdaltiplas
bandejas, com o subsequente aumento na ocupacao de incubadora, tempo de manuseio (para a
alimentacdo, monitoramento das células e a coleta das células), risco de contaminagédo e
também no aumento do custo (RODRIGUES et al., 2011). A automatizacdo do processo de
cultura de células-tronco hematopoiéticas foi proposta, minimizando alguns dos impactos

citados, porém a cultura ainda ocorreria em condicdes estaticas (THOMAS et al., 2009).

Figura 4 - Classificacéo de biorreatores e exemplos destes.

Estatico Agitado Perfusdo
—> Spinner
> Frascos T _ —> Placas paralelas
—> Rotativo
—> Placas > Ondas —> Fibraoca
+ Suportes ou Leitofixoou
—> Bolsas —> P

) —
microcarregadores fluidizado

(GODARA; NORDON; MCFARLAND, 2008a).

Para superar as limitacGes no transporte de nutrientes de culturas estaticas e
assim alcancar concentragdes celulares maiores, sdo usados biorreatores que podem acomodar
culturas dinamicas. Primariamente, perfusdo e agitacdo tém sido usadas como meios para
aumentar o transporte de nutrientes (PLACZEK et al., 2009).

Amplamente usados e caracterizados para a cultura das células microbianas e
animais, na maior parte para a producdo de proteinas recombinantes e anticorpos
monoclonais, 0s biorreatores de tanque agitado (spinners) sdo bastante atrativos para a
producdo em larga escala de células-tronco. Suas principais qualidades s&o: design simples;
possibilidade de aumento de escala; e a possibilidade de monitoramento e controle online.
Frascos spinner sao recipientes de vidro ou plastico com um eixo agitador magnético central e

bracos laterais para a adi¢cdo e retirada de células e meio (Figura 5). Em spinners
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convencionais, concentragdes de 10° - 107 células/mL podem ser obtidas e para aplicacdes
relevantes clinicas (onde de 1x10° a 1x10%° células-tronco sdo necessérias) volumes de
trabalho de algumas centenas de mililitros até alguns litros podem ser necessarios. Em
spinners, células podem ser cultivadas como células individuais, como agregados ou, no caso
de células dependentes de ancoramento, ligadas em microcarregadores ou outros suportes
(KEHOE et al., 2010). Contudo é necessario um cuidadoso planejamento do design dos
impelidores para evitar muita tensdo cisalhante, que pode prejudicar as células (NIELSEN,
1999).

Figura 5 - Exemplo de um frasco spinner.

(GODARA; NORDON; MCFARLAND, 2008a).

Tendo em mente a reducdo do cisalhamento e turbuléncia na cultura celular, foi
desenvolvido o reator de paredes rotativas, onde um cilindro rotativo horizontal que esta
preenchido com meio de cultura (sem interface gas-liquido) gira o liquido interior na mesma
velocidade angular que a parede (Figura 6). Se a velocidade do fluido rotativo for igual e
oposta ao nivel de sedimentacdo das células ou microcarregadores, a suspensdo de células vai
se manter em um estado de queda livre, enquanto que a oxigenacgdo acontece através de uma
membrana de silicone localizada no centro do cilindro (GRANET et al., 1998).

Visando cumprir as exigéncias de seguranca das boas praticas de fabricacao
(BPFs), uma atrativa opgdo € o biorreator de onda (wave), que consiste em uma bolsa
descartavel, parcialmente preenchida com meio e inoculada com células, com o restante
inflado de ar. A bolsa de cultura é colocada em uma plataforma especial, na qual atraves do
movimento de balango gera ondas na interface ar-liquido (Figura 7) (SINGH, 1999). Devido
as bolsas de cultura serem pré-esterilizadas e descartaveis, isto torna este biorreator adequado

para o uso clinico. Mesmo sendo o controle dos pardmetros de cultura e 0 aumento de escala
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possivel, o alto custo das bolsas descartaveis pode limitar o uso deste biorreator em pesquisa

(RODRIGUES et al., 2011).

Figura 6 - Diagrama esquematico de um biorreator de paredes rotativas.
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(GRANET et al., 1998).

Figura 7 - Biorreator com agitacdo induzida por ondas.
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(SINGH, 1999).

Biorreatores podem também operar em perfusdo. Nesse caso o transporte de

nutrientes € aumentado pela continua troca de meio, conforme o meio fresco ou reciclado €
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introduzido e 0 meio esgotado é removido, melhorando o crescimento celular pela constante
substituicdo de nutrientes gastos e a remocdo de produtos metabdlicos inibitdrios (KING;
MILLER, 2007). Exemplos de biorreatores desenvolvidos baseados nesse conceito s&o:
biorreatores de placa paralela, fibra oca, leito fixo e leito fluidizado.

Biorreatores de placas paralelas consistem em um compartimento de gas
superior separado por uma membrana do fundo cheio de liquido, o qual tem uma superficie de
plastico de cultivo de tecido para a aderéncia de células dependentes de ancoramento (Figura
8) (PENG; PALSON, 1996). Esses reatores tém a vantagem de automacdo simples,
possibilitando a alimentacdo de cultura continua e automatizada, mas apresenta dificuldades
na coleta de amostras representativas do sistema, sendo simples somente a coleta total
(NIELSEN, 1999).

Figura 8 - Esquema representativo de um biorreator de placas paralelas.

(adaptado de PENG;PALSON, 1996; GODARA; NORDON; MCFARLAND, 2008a).

Biorreatores de leito fixo e fluidizado consistem em um suporte imobilizado
disposto em uma coluna, o leito do biorreator, onde as células s&o inoculadas. A coluna pode
consistir em particulas, empacotadas (leito fixo) ou flutuantes (leito fluidizado). Embora esses
reatores possibilitem um suporte tridimensional para a aderéncia e o crescimento celular,
melhor imitando as condigdes in vivo, podem ocorrer gradientes de concentragdes espaciais
(em reatores de leito empacotado) e efeitos de tensdo cisalhante (leito fluidizado)
(RODRIGUES et al.,, 2011). Um diagrama esquematico de um biorreator de leito fixo
utilizado para a expansdo de células progenitoras hematopoiéticas humanas é apresentado na
Figura 9.

Modulos de membrana de fibra oca (hollow fiber) tiveram varias aplicagoes,
como filtragdo, extracdo e oxigenacdo em inUmeros processos industriais por muitos anos.
Como biorreatores, eles sdo usados consideravelmente para reagdes enzimaticas e cultura de

células de animais, bactérias e leveduras. As fibras ocas sdo contidas em uma carcaca externa
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(normalmente no formato cilindrico). As células podem ser aderidas na superficie externa das

fibras ou mais usualmente no espaco extracapilar (EEC) (YE et al., 2010).

Figura 9 - Diagrama esquematico de um sistema do biorreator de leito fixo.
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(MEISSNER et al., 1999).

Nutrientes fluem no interior das fibras e podem difundir para fora através dos
poros da parede da propria fibra para alimentar as células (Figura 10). Igualmente, os residuos
metabdlicos produzidos pela célula podem permear para o interior das fibras e serem
removidos pelo fluxo de meio. O sistema de biorreatores de fibra oca tem sido usado para
cultivar uma variedade de linhagens de células de mamiferos desde a sua criacdo por Richard
A. Knazek (KNAZEK et al., 1972). Biorreatores de fibra oca para culturas de células de
mamiferos sdo principalmente usados para produzir bioquimicos de alto valor como vacinas
(PRILLIMAN et al., 1997), interferons (NACHMAN, 1992), hormdnios (HUSSAIN et al.,
1996), fatores de crescimento (LIU et al., 1991), virus (RATNER; CLEARY; JAMES, 1978) e
anticorpos monoclonais (YAZAKI et al., 2001) e para agir como oOrgdos artificiais em
organismos vivos (LEGALLAIS; DAVID; DORE, 2001; DELAUNAY et al., 1998).

O suprimento continuo e uniforme de nutrientes liquidos e gasosos e a remogéo
de residuos metabolicos proporcionam um microambiente estavel para as células. A
propriedade de permeabilidade seletiva pode proteger a cultura celular do sistema imune em
aplicacdes de orgdos artificiais e facilitar a recuperacdo de produtos bioldgicos fabricados
(THARAKAN; GALLAGHER; CHAU, 1988), enquanto que as células sdo sujeitas a baixas
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tensdes cisalhantes devido a sua separacdo do fluxo de nutrientes que ocorre somente no
interior da fibra. Mais recentemente, biorreatores de fibra oca encontraram sua aplicagdo na
area da medicina regenerativa (engenharia de tecidos e terapia celular). Aplica¢bes da
engenharia de tecido visam o desenvolvimento de tecidos funcionais de células em
combinacdo com uma matriz adequada para dar suporte e acelerar a cura regenerativa,
enquanto a terapia celular visa somente transplantar o tipo e a quantidade necessaria de
células no local de defeito. O conceito de um biorreator de fibra oca para cultivar tecido 6sseo
€ mostrada na Figura 11, a ideia original deriva de como o sangue é fornecido ao 0sso humano
compacto (YE et al., 2010). Um sistema comercial do biorreator de fibra oca usado na
producdo de produtos bioquimicos é apresentado na Figura 12. Neste sistema existe um alto
namero de fibras no interior do cartucho para aumentar a area superficial disponivel, porém o

volume disponivel no EEC é reduzido.

Figura 10 - Esquema de um biorreator de fibra oca.
Meio difunde para fora para alimentar as células no EEC através das paredes das fibras

Membranas de
fibraoca

Meio de
cultura celular

(YE et al., 2010).

Figura 11 - Diagrama esquematico de um biorreator de fibra oca para a engenharia de tecidos. As fibras ocas sdo
embutidas paralelamente uma a outra dentro do material de suporte e a estrutura toda esta presa em um invélucro
externo. Células sdo inoculadas fora das fibras ocas e os nutrientes que fluem no interior da fibra podem difundir
para fora através das paredes porosas das fibras para alimentar as células. Os residuos do metabolismo celular
podem também permear para o interior da fibra oca e serem removidos.
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(YE etal., 2010).
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Figura 12 - Tipico biorreator de perfusédo de fibra oca automatizado (FiberCell®).
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(WHITFORD; CADWELL, 2009).

3. 4 Expanséo de células estromais mesenquimais em biorreatores

Mesmo as MSCs sendo células dependentes de ancoramento, tipicamente
crescendo como uma monocamada em frascos de cultura convencionais, elas foram cultivadas
com sucesso como células individuais em um spinner, mantendo a sua habilidade de formar
tecido Gsseo, entretanto de uma maneira dependente de citocinas (BAKSH; DAVIES;
ZANDSTRA, 2003). Em seguida, foram analisadas as interacfes entre fatores solUveis
encontrados em culturas de células mesenquimais e hematopoieticas, demonstrando a
possibilidade de uma estratégia de cultura mutua destas linhagens em um bioprocesso
definido escalonavel (BAKSH; DAVIES; ZANDSTRA, 2005).

Na auséncia de uma superficie plastica adaptada em um biorreator, a
alternativa mais comum é cultivar MSCs aderidas em microcarregadores. Microcarregadores
Cytodex® tipo 1, 2 e 3 foram usados para testar a aderéncia de MSCs suinas e devido aos bons
resultados com o Cytodex® 1, foi testado um cultivo de 28 dias, sendo que o crescimento e a
manutencdo do potencial de diferenciacdo osteogénico e condrogénico das células aderidas
foram comprovados (FRAUENSCHUH et al., 2007). Em outro estudo, o crescimento e
metabolismo de MSCs caprinas em culturas de frasco spinner com Cytodex® 1 foram
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estudadas e o regime de alimentacdo foi otimizado. Durante o cultivo, concentracfes de
nutrientes (glicose e glutamina) e metabdlitos (lactato e amoénia) no meio foram monitoradas
permitindo uma correlacdo entre consumo de nutriente, producdo de metabdlitos e
crescimento celular, sendo que a alimentacéo de 30% de meio novo com microcarregadores a
cada 3 dias resultou nos melhores resultados (SCHOP et al., 2008). MSCs murinas derivadas
da medula dssea (YANG; ROSSI; PUTNINS, 2007) e derivadas da orelha (SART;
SCHNEIDER; AGATHOS, 2009) também foram cultivadas com sucesso em
microcarregadores gelatinosos com macroporos (Cultispher-S®). MSCs derivadas da placenta
humana foram expandidas em biorreatores agitados com microcarregadores Cytodex® 3
obtendo uma expansao 1,73 vezes maior do que em frascos T e obtendo fenétipo antigénico
comparavel entre os diferentes sistemas, indicando um fenétipo adeguado de MSCs (YU et
al., 2009). Um sistema de frasco spinner contendo pouco soro (MesenPRO RS®) foi descrito
para o cultivo de MSCs humanas em microcarregadores Cultispher-S® durante dez dias
(Figura 13). Um aumento maximo de 8,4 vezes no numero de células foi observado no oitavo
dia com manutencdo do seu potencial de diferenciacdo em linhagens adipogénicas e

osteogénicas, assim como sua habilidade clonogénica (EIBES et al., 2010).

Figura 13 - Imagens coradas de MTT (A) e DAPI (B) de particulas de Cultisher S durante o tempo de cultivo
em frasco spinner.

(EIBES et al., 2010).

Apesar da melhora dos fatores de expansdo de MSCs com a utilizacdo de
microcarregadores, a formacao de aglomerados de microcarregadores nas etapas avangadas do
cultivo inviabiliza a continuidade do processo. A Figura 14 mostra a evolucdo da formacao de
particulas grandes de aglomerados de microcaregadores que podem atingir tamanhos de 1 mm
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aproximadamente. A medida que o ndmero de células aderidas a superficie do
microcarregador aumenta, 0 mesmo acontece com a quantidade de matriz extracelular
sintetizada pelas MSCs. A formag&o de matriz extracelular € um processo natural e necessario
para formacdo de um microambiente propicio para as MSCs, porém, dificulta o acesso de
nutrientes, principalmente de oxigénio, para as células localizadas nas camadas interiores dos
aglomerados. A principio, qualquer estratégia que vier a ser adotada para evitar a formag&o de
grandes aglomerados deve levar em consideracdo que a formacdo de matriz extracelular é
extremamente importante para a sobrevivéncia e funcdo das MSCs. Na auséncia da matriz
extracelular a célula entra em processo de anoikis (morte celular por falta de ancoramento)
(SANTOS et al., 2012).

Os sistemas de cultivos em suspensdo agitada favorecem a formacdo de
aglomerados porque os microcarregadores colidem com bastante frequéncia e a matriz
extracelular atua com um material adesivo que acaba por ligar varios microcarregadores entre
si formando aglomerados de microcarregadores colonizados com células. Qualquer estratégia
de cultivo em suspensdo agitada que diminua o numero de colisbes entre microcarregadores
deverd diminuir a aglomeracdo. Porém, € dificil desenvolver estratégias que evitem a
movimentacdo de particulas num sistema de suspensdo agitada, sendo a alteracdo no nivel de
rotacdo ja estudada, porém sem a resolucdo do problema em si (FERRARI et al., 2012).

Células-tronco e progenitoras isoladas das células mononucleadas da medula
6ssea humana foram expandidas em um sistema de perfusdo continuo de placas paralelas,
obtendo diferentes taxas de crescimentos para as diferentes linhagens encontradas (KOLLER,;
EMERSON; PALSSON, 1993). Uma populagcdo mista de células-tronco e progenitoras da
medula dssea foi expandida em um biorreator de perfusdo de passagem Unica, sendo a
capacidade osteogénica equivalente a de linhagens puras de MSCs (DENNIS et al., 2007).
Um novo sistema de perfusdo tubular permitiu o cultivo de MSCs em suportes
tridimensionais (de alginato) e foi obtida uma diferenciacdo osteoblastica inicial devido a
presenca de tensdo cisalhante hidrodindmica, permitindo o estudo do efeito da tensdo continua
na diferenciacdo das MSCs (YEATTS; FISHER, 2011). Também foi descrito um sistema de
perfusdo, onde células crescem apoiadas em matrizes poliméricas tridimensionais de
politereftalato de etileno (PET), mantendo o potencial de diferenciacdo em linhagens
osteoblasticas e adipogénicas depois de extensiva cultura, cuja duracdo foi de 40 dias, onde as
células aumentaram em 20 vezes o seu numero inicial (ZHAO; MA, 2005).

A linhagem modelo MSC-TERT (telomerare reverse transcriptase), que foi
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geneticamente modificada com o gene da subunidade catalitica da telomerase humana, foi
usada para demonstrar o uso do biorreator de leito fixo. Este é baseado em esferas de vidro de
borosilicato ndo porosas, para a expansdao de MSCs, com inoculagdo, coleta de células e
cultivo automatizados. Volumes de leito de até 300 mL (Figura 14) foram usados e o design
simples do reator pode permitir a manufatura de um sistema descartdvel (WEBER et al.,
2010).

Figura 14 - Sistema de biorreator de leito fixo de 300 cm?.

(WEBER et al., 2010).

Células mononucleadas da medula 6ssea foram também cultivadas em sistemas
de biorreator rotativo e ap6s oito dias de cultura o niumero de MSCs aumentou 29 vezes,
células-tronco hematopoiéticas aumentaram 8 vezes e o total de células aumentou 9 vezes. As
MSCs expandidas no biorreator expressaram marcadores de células mesenquimais primitivas
e foram capazes de se diferenciar em condrécitos, osteoblastos e adipocitos em protocolos de
indugdo apropriados. O problema encontrado nos sistemas foi que, apds os 8 dias de cultura,
as células formavam aglomerados e eventualmente diminuiam a velocidade de crescimento
(CHEN et al., 2006).

Biorreatores foram também usados para promover a diferenciacdo de MSC
humanas para aplicacdes de engenharia de tecidos. Em um estudo foram testados biorreatores
de frasco spinner, de paredes rotativas, de perfusdo e rotativo biaxial, sendo que o dltimo
obteve maior proliferagdo celular, maior distribuicdo no suporte de policaprolactona/fosfato
de tricalcio e maior capacidade de diferenciacdo osteogénica (ZHANG et al., 2010). Frascos
spinner também foram usados para proliferar MSCs em suportes de fibroina de seda
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(HOFMANN et al., 2007), em suportes de seda porosa (KIM et al., 2007), em suportes de
coldgeno (MEINEL et al., 2004) e em suportes de hidroxiapatita coralina (MYGIND et al.,
2007) obtendo melhores resultados de proliferacdo celular e diferenciacdo osteogénica em
comparagdo com culturas estaticas. O reator de parede rotativa foi também usado com sucesso
para a diferenciacdo osteogénica de células osteoblasticas em Cytodex® 3 e Biosilon®
(GRANET et al., 1998), de células osteoblasticas e células estromais da medula éssea de ratos
em microesferas ceramicas bioativas ocas (QIU; DUCHEYNE; AYYASWAMY, 1999),
células osteoblasticas de cranio de coelho em suporte 6sseo bioderivado (SONG et al., 2006),
de celulas mesenquimais precursoras da camada cambial em granulos ceramicos de
hidroxiapatita (TURHANI et al., 2005), de células estromais da medula 6ssea em suportes de
seda porosa (MAROLT et al., 2006), sendo que as Ultimas também foram testadas para a
diferenciacdo condrogénica, porém sem muito sucesso em comparacdo a diferenciacdo
osteogénica. Biorreatores de perfusdo foram usados com sucesso para a diferenciacdo
condrogénica de MSCs derivadas de células-tronco embrionérias humanas usando materiais
preparados de suportes de seda de fibroina porosas (TIGLI et al., 2011).

Uma nova abordagem recentemente descrita para o cultivo de MSCs ndo
diferenciadas mostra células cultivadas como agregados tridimensionais ou esferoides (Figura
15), devido a estudos que indicam que tal cultivo aumenta o potencial terapéutico das MSCs
quanto a sua capacidade anti-inflamatéria, sendo os resultados observados in vitro e em
modelo in vivo em ratos (BARTOSH et al., 2010). A cultura de esferoides multicelulares de
MSCs também foi testada em biorreator spinner e de paredes rotativas e comparada com a
cultura estatica bidimensional. Através de condicGes de crescimento e ndmero celular
otimizados, as células formaram esferoides multicelulares compactos com tamanho médio de
98,7 um no frasco spinner e 31,7 um no biorreator de paredes rotativas. Foram verificadas
diferencas na expressao génica, um aumento no potencial de diferenciacdo adipogénica e
osteogénica e expressao de antigenos alterada, ndo sendo verificado diferencas na viabilidade
das células localizadas na superifcie em relagdo as localizadas no centro do esferoide, sendo a
viabilidade média das células comparavel com a cultura estatica, propondo assim a cultura
tridimensional em esferoides como uma alternativa para os métodos usuais de monocamada
(FRITH; THOMSON; GENEVER, 2010).

Com o objetivo de desenvolver um modelo in vitro de medula éssea para
avaliar a leucemia, foi desenvolvido um sistema de cocultivo hematopoiético usando o

biorreator de fibra oca. Neste modelo foram usadas uma linhagem celular estromal da medula
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0ssea humana imortalizada (HS-5) e uma linhagem celular humana de eritroleucemia (K562)
(Figura 16). Com a capacidade de crescimento extensiva das células estromais nas superficies
das fibras ocas, foi possivel atingir altos niveis de densidades celulares e contatos célula-
célula entre as linhagens, possibilitando a simulacdo do microambiente da medula Gssea
(USULUDIN; CAO; LIM, 2012).

Figura 15 - Microscopia de contraste de fase mostrando a evolucdo no tempo da agregacdo de 25000 MSCs
humanas em um esferoide (Barra de escala - 500 pum).

(BARTOSH et al., 2010).

Em um estudo utilizando um novo sistema de expansdo celular em biorreator de fibra oca
(Quantum® Cell Expansion System, Terumo BCT, USA) (Figura 17) foi testado o cultivo de
MSCs provenientes de aspirados ndo processados de medula 6ssea (cultura heterogénea) e de
MSCs pré-cultivadas em frascos de cultivos (cultura homogénea). O cultivo consistiu no
crescimento das células aderidas nas fibras do biorreator, e essa adeséo era facilitada devido o
uso de um revestimento de fibronectina, proteina de origem animal que é capaz de realizar
ligacGes com a matriz extracelular. A partir de 8 a 32 mL de aspirados de medula éssea foram
obtidos de 2 a 58 x 10° células em um periodo de 15 a 27 dias e o cultivo de MSCs pré-

cultivadas levou a uma expansdo de 10 a 20 vezes no periodo de 13 dias (NOLD et al., 2013).
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Figura 16 - Sistema de cocultivo hematopoiético em biorreator de fibra oca.

) _ g Fibras ocas
Células estromais 4
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Entrada de nutrientes

Saida de nutrientes

(USULUDIN; CAQ; LIM, 2012).

Figura 17 — Quantum® Cell Expansion System. O sistema automatizado permite maior seguranca contra
contaminagdes e menor necessidade de mdo-de-obra. O sistema também possui um mecanismo de rotacdo
central do cartudho de fibra oca para homogeneizar as células na fase de adesé&o.

E L ' : 1/ ‘ _;: > .

http://www.terumobct.com/location/north-america/products-and-services/Pages/Quantum-Cell-Expansion-
System.aspx Acessado em: 20 de Abril de 2013.

3. 5 Comentarios sobre a revisao bibliografica

Existem diversos trabalhos sobre o estudo das MSCs, objetivando a sua
expansao adequada in vitro e controle do seu potencial de diferenciacéo, porém ainda néao foi
desenvolvida uma estratégia de expansdo em larga escala bem caracterizada e

economicamente viavel.


http://www.terumobct.com/location/north-america/products-and-services/Pages/Quantum-Cell-Expansion-System.aspx
http://www.terumobct.com/location/north-america/products-and-services/Pages/Quantum-Cell-Expansion-System.aspx

REVISAO BIBLIOGRAFICA 43

O sistema de biorreator de fibra oca construido sob medida para expanséo de
MSCs surge neste cenario como uma alternativa bastante atraente, devido a suas qualidades
auxiliarem no cultivo de células aderentes sensiveis ao estresse mecénico, fato este
comprovado pelo lancamento de opc¢des comerciais de biorreatores com potencial de uso no
cultivo de MSCs (FiberCell® e Quantum®). Outra qualidade importante refere-se a
possibilidade de amenizar a formacdo de agregados de tamanhos que limitam a difusdo de
nutrientes (especialmente oxigénio) imprescindiveis para o crescimento celular.

A desvantagem do biorreator de fibra oca ¢ a dificuldade no aumento de escala
para volumes maiores com o objetivo de competir com biorreatores de tanque agitado de
milhares de litros, porém, para o objetivo de cultivar MSCs para a terapia celular, volumes
desse nivel ndo sdo necessarios.

Sendo assim, o presente estudo mostra-se oportuno nesse cenario ainda escasso
de relatos na literatura para contribuir na busca de uma metodologia tecnicamente e
economicamente viavel de expansdo e recuperacao de MSCs para serem utilizadas em terapia
celular. A principal diferenga entre os sistemas comerciais apresentados e o sistema proposto é
a reducdo do numero de fibras a serem utilizadas e a adesdao das MSCs, que ao invés de
acontecer na superficie exterior ou interior das fibras ocas, serd feita na superficie dos
microcarregadores que ficardo retidos em um gel de suporte dentro do EEC. O fato de néo
terem sido encontrados relatos desta metodologia na literatura, contribui substancialmente

com a originalidade e o ineditismo desta proposta de pesquisa.
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4 MATERIAL E METODOS

4. 1 Célula estromal mesenquimal

Foi utilizado como modelo a linhagem de celulas estromais mesenquimais
hMSC-TERT (human Mesenchymal Stromal Cells - Telomerase Reverse Transcriptase)
derivadas da medula Ossea humana. Devido a expressdao da transcriptase reversa da
telomerase, esta célula mantém as suas caracteristicas funcionais e de crescimento apds
diversas duplicacOes. Esta linhagem também possui a expressdo de GFP (green fluorescent
protein), uma proteina que apresenta uma fluorescéncia verde quando atingida por luz
ultravioleta, o que permite a visualizacdo de células intactas em microscopio adequado
(TSIEN, 1998).

Esta linhagem foi fornecida pelo Dr. Dimas Tadeu Covas e sua equipe da
Fundacao Hemocentro de Ribeirdo Preto (FUNDHERP).

4. 2 Meio de cultura

Para cultivo das MSCs foi utilizado meio de cultura a-MEM com vermelho de
fenol, L-glutamina, ribonucleotideos e desoxirribonucleotideos (Gibco, EUA) com adicdo de
15% de soro fetal bovino (HyClone®, Thermo Scientific, EUA), 1g/L de D-glicose, 0,3654
g/L de L-glutamina, 0,4358 g/L de L-arginina, 5,9575 g/L de tampdo HEPES, 0,8401 g/L de
bicarbonato de soédio (Sigma-Aldrich, EUA) e 10 mL/L de antibidtico penicilina
(5000U/mL)/estreptomicina (5000pg/mL) (Gibco, EUA). Para dissolucdo do meio foi
utilizada agua ultrapura do tipo 1 (Milli-Q™) obtida pelo sistema Simplicity (Millipore
Corporation, EUA). Apo6s a adi¢do dos componentes o meio foi filtrado em membranas de
0,22 pum.
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4. 3 Microcarregadores

O microcarregador utilizado nos cultivos foi o Cultispher®-S (Percell Biolytica
AB, SWE). Trata-se de um microcarregador macroporoso de gelatina suina, com particulas
com diametro variando entre 120 e 380 um e densidade entre 1,02 e 1,04 g/cm?. Seu uso com
MSC ja foi relatado na literatura (YANG; ROSSI; PUTNINS, 2007; EIBES et al., 2010) e em
estudos realizados no LATECC (SANCHES, 2010). Uma de suas importantes caracteristicas é
a sua digeribilidade em contato com enzimas facilitando a recuperacédo das células aderidas,
neste trabalho para esta finalidade foi utilizada a enzima de origem ndo animal TrypLE™ 10X
(Gibco, EUA).

4. 4 Biorreator de fibra oca

Foram utilizadas fibras de polissulfona e cilindros de policarbonato obtidos de
maodulos comerciais de fibra oca para filtracdo tangencial (GE Healthcare, GBR). As demais
pecas utilizadas foram confeccionadas pela oficina mecénica do Departamento de Quimica,
UFSCar. A escolha da disposicao de fibras resultou da necessidade de um espaco extracapilar
onde fosse possivel o transito livre e homogeneizacdo de microcarregadores durante o inoculo
e recuperacao final, sem que existisse uma grande separacdo entre fibras. Tal separacéo
provocaria a formacdo de regides com baixos niveis de nutrientes, sendo o oxigénio o fator
mais preocupante, devido ao seu baixo nivel de solubilidade no meio de cultura. Para
encontrar um valor apropriado da separacdo entre as fibras foi feita uma simulacdo do
processo assumindo uma situacdo de estado estacionario em que a taxa de transporte de
oxigénio é igual a taxa de consumo por respiracao celular (detalhes desta modelagem estdo
descritos no item 4. 14).

O adesivo estrutural LOCTITE E - 40FL epoxi (Henkel, DEU) foi utilizado
para colar e fixar as fibras nos extremos para separar 0 espaco extracapilar do espaco
intracapilar e fazer com que o escoamento de fluidos ocorra somente pela parte interior das
fibras. Esse adesivo é coesivo e possui resisténcia a altas temperaturas.

O processo de montagem compde-se basicamente em:
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1) Corte do cilindro externo a partir de um modulo comercial de fibra oca
(Figura 18) e perfuracdo para confecgdo de entradas de liquido (meio de cultivo com células)
para o EEC (vide Figura 19). Os tubos obtidos, as fibras ocas soltas e os materiais

confeccionas de policarbonato estdo apresentados na Figura 20.

Figura 18 — Modulo comercial de filtracdo tangencial com aproximadamente 60 fibras ocas.

(Acervo pessoal)

Figura 19 — Modulo comercial cortado e fibras ocas retiradas do seu interior.

(Acervo pessoal)

Figura 20 - Tubo de policarbonato, fibras ocas soltas, dutos de policarbonato para a entrada do EEC e discos de
policarbonato para uniformizagdo da distancia entre fibras.

(Acervo pessoal).

2) Além da colagem de dutos de policarbonato nos furos do cilindro externo

para permitir o encaixe de mangueiras nas entradas do EEC, introduziram-se 19 fibras ocas
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uniformemente distribuidas, como se demonstra na Figura 21.

3) Colagem final das fibras e discos de policarbonato com adesivo de epoxi
para garantir a vedacdo do sistema, escoamento de meio de cultura oxigenado pelo interior
das fibras e a distribuicdo uniforme das fibras no interior do cilindro (vide Figura 22).

4) Fixacdo nos extremos do cilindro externo de flanges com vedacdo para
escoamento do meio de cultura através do espaco intracapilar como se mostra na Figura 23.

O biorreator final montado possui comprimento de 15 cm, didmetro de 1,55
cm, espaco extracapilar de 13,5 mL, com 19 fibras de 8,8 cm com espacamento médio entre
elas de 2 mm. O sistema montado foi esterilizado por um processo de autoclavagem a 121°C
por 30 minutos, sendo que ap0ds repetidas autoclavagens, foi observada uma alteragdo no
posicionamento das fibras, motivando a troca do cilindro central e suas fibras por um novo

conjunto.

Figura 21 - Colagem de dutos de policarbonatos e introducdo de um conjunto de 19 fibras ocas no interior do
tubo.

(Acervo pessoal).

Figura 22 - Processo de colagem das fibras ocas. Vista superior (A) e vista lateral (B) das fibras recém coladas,
vista lateral (C) e vista frontal (D) do cilindro com as fibras cortadas.

(Acervo pessoal).
Figura 23 - Biorreator montado com flanges de aco com vedacdo para escoamento do meio de cultura pelo
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espaco intracapilar.

(Acervo pessoal).

4.5 Preservacao de células

As células foram preservadas em tubos de criogenia em nitrogénio liquido a
—196°C. Para o congelamento, as células foram retiradas de culturas na fase de crescimento
exponencial e centrifugadas a 1600 rpm (rotacGes por minuto) por 5 minutos. Apds o descarte
do sobrenadante, as células foram ressuspensas em meio de congelamento, composto de 90%
v/v de soro fetal bovino (HyClone®, Thermo Scientific, EUA) e 10% v/v de DMSO
(dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich, EUA). Foram congeladas primeiramente em ultrafreezer
durante 24 horas em uma taxa de congelamento constante de -1°C por minuto promovido pela
utilizacdo de reservatério especifico contendo alcool isopropilico, e entdo armazenado em

nitrogénio liquido.

4. 6 Pré-cultivo

Para ativacdo das células o tubo de criogenia foi retirado do nitrogénio liquido
e, apbs o descongelamento a temperatura ambiente, a suspensao de células foi transferida para
um tubo de fundo conico de centrifuga (BD, EUA) contendo 10 mL de meio de cultura e
centrifugado a 1600 rpm por 5 minutos. O meio de cultura foi em seguida descartado para
remo¢do do DMSO, o pellet de células ressuspenso em meio de cultura foi transferido para
uma garrafa de cultura de 75 cm? (TPP, SWE).

O cultivo em frascos e as passagens continuavam até as células atingirem um
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nimero minimo de 6,25 x 10° para o preparo do inéculo do biorreator. Foi definido o uso de

no minimo quatro frascos de 75 cm? para atingir este objetivo.
4. 7 Fase de adesao

Depois de obtidos os frascos de cultura com células em crescimento
exponencial, o sobrenadante foi retirado, e os frascos lavados com PBS (Phosphate Buffered
Saline, 8 g/L NaCl; 0,2 g/L KCI; 1,15 g/L Na2HPOQOg4; 0,2 g/L K:HPO4 dissolvidos em agua
ultrapura tipo 1), para que fosse feita a adicdo da enzima TrypLE (Gibco, EUA), que promove
a dissociacdo entre as células e a superficie dos frascos de cultura. Apos as células serem
suspensas em meio de cultura e definida a sua densidade e viabilidade, a quantidade de 6,25 x
108 células foi inoculada em frasco spinner (Bellco Glass, EUA) com 50 mL de meio a-MEM
e 4 g/L de Cultispher-S para a realizacdo da fase de adesdo das células nos microcarregadores,
realizando uma agitacdo intermitente, visando uma distribuicdo homogénea de células nos

microcarregadores. Estas etapas estdo esquematizadas na Figura 24.

Figura 24 - Esquema completo de cultivo das células hMSC-TERT para realizagdo de experimentos com o
biorreator de fibra oca.
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Biorreator de fibra oca Frasco spinner

&

Fase de adesao

(Acervo pessoal)
4. 8 Cultivo em biorreator de fibra oca
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ApoGs a adesdo das células, o meio de cultura retirado do frasco spinner com
microcarregadores foi suplementado com uma solucdo autoclavada de CaCl, 1M (Sigma-
Aldrich, EUA) até atingir 4,25 ou 4,5 mM, ap6s a homogenizacéo foi adicionada uma solugéo
autoclavada de alginato de sddio de baixa viscosidade (Sigma-Aldrich, EUA) 60 g/L visando
uma concentragdo final de 12 g/L. Com o contato entre CaCl, e alginato foi induzida a
geleificacdo da mistura gerando um liquido altamente viscoso de facil manuseio que impediu
a sedimentacdo dos microcarregadores no EEC. Este gel contendo os microcarregadores foi
entdo inoculado no biorreator de fibra oca através dos dutos de entrada para o EEC
preenchendo todo o volume dele e ficou retido nele até o final do cultivo. Este gel ficou em
contato através das paredes porosas das fibras ocas com o meio de cultura oxigenado que
escoava continuamente pelo interior das fibras. A direcdo e intensidade do fluxo eram
controladas por uma bomba peristéltica (Watson-Marlow, GBR). No final do cultivo este gel
de inoculacgdo era retirado apds uma desgelificacdo provocada pelo fluxo de PBS com 50 mM
de EDTA (J. T. Baker, EUA), um quelante de calcio.

O sistema de cultivo também possuia um sensor de oxigénio localizado no
frasco com meio de cultura e um controlador de mistura de gases, para a injegédo de oxigénio
ou nitrogénio para o controle da quantidade de oxigénio presente no meio circulante como se

ilustra nas Figuras 25 e 26. O volume de meio de cultura nesta fase foi de 200 mL.

Figura 25 — Esquema do cultivo utilizando o biorreator de fibra oca e seus acessorios. Este conjunto era
colocado em incubadora de CO, para manter a temperatura constante (37°C) durante o cultivo.
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Figura 26 - Sistema de cultivo em biorreator de fibra oca no interior de uma incubadora de CO; para
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manutenc¢do da temperatura constante (37°C) durante o cultivo.
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(Acervo pessoal)

4.9 Cultivos realizados

Na Tabela 1 estd resumido o conjunto de experimentos realizados com a
finalidade de avaliar o comportamento do biorreator de fibra oca na expansdo de MSCs. Por
ser um biorreator com com configuragdo pouco comum ndo existem dados disponiveis na
literatura, tornando necessario a realizacdo de um trabalho exploratério para a definicdo de
importantes caracteristicas do pré-cultivo antes do inéculo e cultivo de MSC aderidas em
Cultispher-S no biorreator de fibra oca. No primeiro experimento foi utilizada uma placa de
pogos para observar multiplos cultivos e calcular de forma confidvel o valor de Yxs (maiores
descri¢des no item 4.13). No segundo e terceiro experimentos foi utilizado o frasco spinner,
sem andlise do cultivo em biorreator de fibra oca devido a necessidade de padronizar as
condigdes de cultivo no biorreator e finalizar a montagem do seu sistema. No quarto e quinto
experimentos foram utilizados frascos spinner de 100 mL, sendo o volume do meio a-MEM
de 50 mL. Com esses experimentos foi possivel analisar a velocidade de crescimento da MSC
no biorreator de fibra oca, tornando possivel a adocdo de uma metodologia mais eficaz de
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cultivo a ser usada nos experimentos subsequentes. No sexto e sétimo, foram usados frascos
spinner de 500 mL, sendo o volume de meio a-MEM utilizado de 50 mL, a fase de cultivo em
spinner foi reduzida e também foi testado o cultivo com uma concentragdo maior de oxigénio
no meio de cultura que circulava através do espaco intracapilar do biorreator de fibra oca. No
sétimo experimento foi alterada a composicao do gel de inoculagdo em relagdo a concentragédo
final de CaCl> de 4,5 mM para 4,25 mM e a quantidade de volume de meio no gel de 50%
para 80% v/v, visando obter um liquido um pouco menos viscoso e com maior porcentagem
de nutrientes para o periodo de transicdo entre reatores. Somente no sétimo foi utilizado uma
mangueira com maior didmetro para obter aproximadamente a mesma vazao de meio com
uma menor rotacdo com o0 objetivo de reduzir possiveis problemas de desgaste e de

vazamentos de meio de cultura.

Tabela 1 - Resumo dos experimentos realizados em unicata.

Experimentos 1 2 3 4 5 6 7
Equipamentos P:)choge FSA  FSA FSAHF®  FSATHF®  FSATHF®  FSAHF®

Volume do frasco

: 100 100 100 100 500 500
spinner (mL)

Duracéo da fase
em spinner (horas)

Rotacédo da bomba
(rpm) / didmetro - - - 15/6.4 15-85/6.4 85/6.4 40/8.0
da mangueira(mm)

Oxigenacao (%) - - - 70% 70% 70-90% 90%

Realizado andlise

em CLAE Sim Ndo Nao Sim Sim Sim Sim

A = frasco spinner, B = biorreator de fibra oca.

4. 10 Andlise de densidade e viabilidade celular

Para a analise de viabilidade e densidade de células foi utilizado o método de
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exclusdo do corante azul de tripan (solucdo 0,4%, GIBCO, EUA) em hemacitbmetro
(DOYLE; GRIFFITHS, 1998).

4. 11 Determinacdo da concentracao de células viaveis pelo método baseado no MTT

Utilizou-se 0 método colorimétrico do MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazolio) para quantificacdo da populacéo viavel de células. Este método se
baseia na atividade da enzima mitocondrial desidrogenase que reduz o MTT (amarelo) ao
formazan (roxo). Para a aplicacdo do kit de ensaio toxicoldgico in vitro baseado no MTT
(Sigma-Aldrich, EUA) foi preparada uma curva de calibracdo da densidade celular em funcéo
da absorbancia logo no inicio da fase de adesdo com células restantes ndo usadas no indculo
em biorreator. Com base nessa curva foi possivel determinar a densidade celular no periodo

de adeséo e no final de cada experimento.

4. 12 Anélise de glicose, lactato, aminoacidos e aménia

Durante o experimento foi feita a retirada de amostras do sobrenadante que
foram estocadas a -20°C para posterior analise de niveis de glicose, lactato, aminoacidos e
amonia. Para analise de carboidratos utilizou-se cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), com coluna de resina Aminex HPX-87H (Bio-rad, EUA), fase mével H,SO4 5mM,
temperatura de 65°C e fluxo de 0,6 mL/min em cromatografo Waters com deteccao atraves do
indice de refracdo (W410) para carboidratos e UV 210 nm para lactato. A analise de
aminoacidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizou uma coluna pico-tag
(Waters, IRL) como fase estacionaria e como eluente foi utilizado um gradiente constituido
por duas fases mdveis A e B. A fase A é composta de acetato de sodio tri-hidratado 17,86 g/L
(J. T. Baker, EUA), trietilamina 0,047 % v/v (Sigma-Aldrich, EUA), EDTA 0,0188 % v/v e
acetonitrila 6 % v/v (Panreac, ESP) em &gua ultrapura tipo 1. A fase B, apenas acetonitrila
60% v/v e EDTA 0,02% v/v em agua ultrapura tipo 1. As condi¢Ges de operacdo do

cromatografo da Waters foram: temperatura de 36°C, tempo de corrida de 45 minutos e
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gradiente com vazao pré-determinada. Os picos foram detectados no comprimento de onda
254 nm.

O bioanalisador YSI-7100 MBS (Multiparameter Bionanalytical System,
Yellow Springs Instruments, EUA) foi também utilizado para uma analise rapida e continua
de glicose, acido lactico, glutamina e glutamato. Sua metodologia baseia-se na producéo de
peroxido de hidrogénio pela enzima oxidase imobilizada em membranas na presenca do
substrato. O perdxido é entdo oxidado em um anodo de platina produzindo elétrons em uma
taxa constante e proporcional a quantidade de substrato, sendo assim a concentracdo do
substrato definida.

As analises de amonia foram feitas com eletrodo ion seletivo. O medidor da
Thermo Scientific (EUA), modelo ORION 710A, foi utilizado para obter as medidas de

milivoltagem.

4. 13 Estimativa do nimero de células no biorreator de fibra oca

Para se estimar o nimero de células retidas no gel de inoculagdo no EEC do
biorreator de fibra oca foi usado um modelo matematico baseado no Ys (fator de rendimento
celular em nutrientes), partindo da hipdtese de que em crescimento o valor do Yys se mantém
praticamente constante (DOYLE; GRIFFITHS, 1998).

Partindo da definigdo de Yws, pode-se estabelecer uma relagdo direta entre a
quantidade de células geradas por crescimento e a quantidade de nutriente consumida nesse

processo, assim:

Yx/s - u 4.1)

Ngo — Ng

onde:

Y s = fator de rendimento celular com relagdo a um substrato
N: = quantidade de células depois de um tempo t de crescimento
No = quantidade de células no inicio do processo de crescimento

Nso = quantidade em mols de substrato no inicio do processo de crescimento



MATERIAL E METODOS 55

nsi = quantidade em mols de substrato depois de um tempo t de crescimento

A partir da equacdo anterior, a quantidade de células em qualquer instante

durante o processo de cultivo pode ser estimada com as relagdes:

Nt = N0 +Yx/s(n30 - nst) 4.2

Para se obter valores confiaveis de Yy foi realizado um experimento em placas
e calculado os seus valores na fase de crescimento, com este valor se torna possivel
quantificar o nimero de células no biorreator a partir da quantificacdo de nutrientes pelo YSI-

7100 MBS feitas na mesma hora da amostragem.

4. 14 Simulagéo do perfil de concentracéo de oxigénio no espaco extracapilar

No biorreator de fibra oca os nutrientes, incluindo o oxigénio, foram fornecidos
através do meio de cultura bombeado pelo interior das fibras ocas. Os nutrientes difundiam
para 0 meio geleificado através dos poros das fibras ocas. No espaco existente entre duas
fibras a concentracdo dos nutrientes devera variar com a distancia devido a contribuicdo dos
efeitos difusivos e de consumo pelas células. Considerando oxigénio como o substrato mais
limitante do crescimento por ser o de menor solubilidade no meio de cultura e por ndo ser
renovado nas trocas de meio efetuadas durante os cultivos, entdo o balan¢o de massa utilizado
na simulacdo do comportamento foi o desse substrato no interior do espaco extracapilar
durante o crescimento de células hMSC-TERT. O esquema representativo do perfis de
nutrientes e metabdlitos no interior do EEC esta apresentado na figura 27.

A simulacdo de tais biorreatores é geralmente realizada fazendo uso de um
modelo de transferéncia de massa para o oxigénio (considerando cinética de Monod),
correspondente a equacdo 4. 3, obtida a partir de uma simplificacdo da equacdo geral de
balangco de massa que iguala a diferenga difusiva de oxigénio no eixo z ao consumo do

mesmo pelas células:
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d’C C
D O =V
O( d22 J max Km +CO (4 3)

com as seguintes condic@es de contorno (C. C):
C.C1l:paraz=0,Co=CoL
C.C2:paraz=L,Co=CoL
onde:
Do = difusividade efetiva de oxigénio no gel de inoculagio (cm?/s)
Co = concentragdo local de oxigénio (moles de O,/cmq)
Cow = concentragdo de oxigénio no meio de cultivo circulante (moles de O2/cm?)
Vmax = taxa maxima de consumo de O pela respiragdo celular (moles de O2/s-cm?)
Km = constante de Monod de consumo de oxigénio (moles de Oz/cm?)
z = distancia em relacéo a fibra oca (cm)

L = disténcia entre duas fibras ocas (cm)

Figura 27 — Esquema do processo difusivo de nutrientes (representado pelo oxigénio) e metabolitos na regiao
entre duas fibras ocas no EEC.
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As C. C 1 e 2 definem que a concentracdo de oxigénio dissolvido na interface

da fibra/espaco intracapilar é igual a concentracdo presente no meio que flui no interior das
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fibras, sendo validas, portanto, para uma resisténcia ao transporte de oxigénio desprezivel na
parede da fibra e no fluido circulante
A equacdo 4. 3 e suas condigdes de contorno foram resolvidas pelo método das
diferencas finitas, que corresponde a discretizacdo da distancia L, entre fibras, em N pontos.
Para a aproximacdo do termo diferencial de segunda ordem presente na equacdo 4. 3 foi
utilizada uma diferenca finita central conforme se descreve a seguir:
d’C,  Co(z+1)—2C,(2)+Co(z-1)
dz’ A7

(4.4)

Substituindo 4. 4 em 4. 3:

A ivmaxco (Z)
Do(Kpy +Co(2)

Co@+1)-2C,(2)+Cp(z-1)= (4.5)

Esta equacdo algebrica ndo linear € valida para todos os pontos internos de
discretizacdo, entre O e L, isto é, para 0s pontos entre z = 2 e z = N-1. Ja para 0s pontos

“externos”, isto €, para z = 1 e z = N (condi¢bes de contorno), tem-se:
Co(2)-Cq =0 (4. 6)

O sistema de equacdes algébricas ndo-lineares compostas pelas equacdes 4. 5 e
4. 6 foi resolvido pelo método cléassico de Newton-Raphson, para 40 pontos de discretizacéo,
no programa Scilab (Scilab enterprises, FRA). Os valores utilizados para os parametros
presentes nas equacdes serdo descritos a segulir.

O valor da difusividade efetiva de oxigénio em uma matriz celular foi
documentado como sendo aproximadamente 50% do valor da difusividade de oxigénio em
agua (CHOW et al., 2001). Portanto, como € usado um gel de inoculacdo para prender as
células o valor de difusividade escolhido foi o de 50% (1,6 x 10" cm?/s). A Co. foi definida
como a concentragdo em um meio de cultura com 70% de saturacéo de ar (Cosat = 0,20 mM,
entdo CoL = 0,7 x 0,20 mM = 1,4 x 107" moles de Oz/cm?®) (ZHAO et al., 2005). A velocidade

méaxima de consumo de oxigénio foi obtida mediante a equagéo:
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Vmax - qo2 : C:x 4.7

onde:

d,, = taxa de consumo celular de oxigénio (moles de O, consumido/s - célula)

Cx = concentracgdo celular (células/mL)

O valor de q, encontrado na literatura foi de 3,14 x 10" moles de O

consumido/s-célula (PATTAPA et al., 2011) sendo ele utilizado com diferentes Cx simulando
0 momento do inéculo até uma etapa com um nimero maior de células. O valor de Kn
encontrado na literatura para MSCs é de 1.1x 10 mol/cm?® (ZHAO et al., 2005).

4. 15 Velocidade especifica de crescimento

A velocidade especifica de crescimento (u) foi calculada a partir da seguinte

equacao:

In(N,/N,)

Lt (4. 8)

onde:

1 = velocidade especifica de crescimento

Nt1: numero de células no tempo 1

Nt2 = ndmero de células no tempo 2

ty =tempo 1
to = tempo 2



RESULTADOS E DISCUSSAO 59

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como a construcdo do biorreator se baseou em um arranjo ndo existente
comercialmente, especialmente no que se refere ao tamanho e ao espagamento das fibras ocas,
mostrar-se-4 primeiro como se chegou a uma separagao otimizada para construir um prototipo
de biorreator e fazer a expanséo da linhagem hMSC-TERT numa escala que permitisse validar
o0 principio de operacao do biorreator, com células suspensas e imobilizadas em gel (evitando
assim colisBes entre microcarregadores e a formacao de aglomerados) com baixo consumo de
meio de cultura e, portanto, com custo baixo. Em seguida serdo apresentados os resultados
dos experimentos preliminares e de cultivos em biorreator e os aprimoramentos realizados em
ordem cronoldgica. Convém lembrar que, por ser um biorreator projetado especialmente para
o cultivo de MSCs, possuindo caracteristicas muito singulares, ndo existem dados de cultivo
que possam servir de referéncia. Por esta razdo, foram realizados alguns experimentos de
cultivo preliminares visando a validacdo de materiais e procedimentos que seriam utilizados
nos cultivos com o biorreator de fibra oca. No final desta secdo se encontra o0 resumo dos
resultados obtidos em todos os cultivos apresentados e é feita uma comparacdo do

desempenho do biorreator proposto com os resultados relatados na literatura.

5. 1 Perfis de oxigénio no espaco extracapilar

Com as equacdes 4. 5 e 4. 6 e utilizando o programa Scilab foi possivel a
obtencdo dos perfis simulados da concentracdo de oxigénio dissolvido no EEC, sendo os
valores obtidos utilizados para preparar a Figura 28, o valor indicado por 1X € igual a uma
concentragdo de células proxima ao indculo (para um total de 6,75 x 10° células no volume do
EEC disponivel, que varia devido a quantidade de fibras), sendo também calculado para
concentragdes maiores sendo a fator de multiplicacdo indicado na legenda da figura. O
tamanho representativo dos microcarregadores foi mantido em escala para facilitar a
comparacdo entre os diferentes espacamentos. Para a montagem de um biorreator com
espacamento proximo de 1 mm entre fibras seria necessario 37 fibras, para 2 mm, 19 fibras, e

para 3 mm, 12 fibras.
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Figura 28 - Perfis de concentracdo de oxigénio entre duas fibras ocas no EEC do biorreator em diferentes
valores de concentracéo celular, sendo a distancia entre fibras de 1 (A), 2 (B) e 3 mm (C). A concentragdo celular
do indculo (1X) é de 6,75 x 108 células/ volume do EEC. CoL = 1,4 x 107 moles de Oz/cm?.
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Com o distanciamento de 1 mm, mesmo em uma concentracdo de celulas 50
vezes maior do que a inicial, a concentracdo de oxigénio dissolvido nédo atingiu valores
menores do que 50% da concentracdo do meio de cultura circulante no espago intracapilar,
porém devido ao baixo espacamento ocorreria possivelmente uma heterogeneidade na
distribuicdo dos microcarregadores devido a retencdo daqueles de maior didmetro e dos
pequenos aglomerados provenientes da fase de adeséo. Essa reten¢do provavelmente ocorreria
nas regides proximas ao local de inoculagdo ou nas extremidades do EEC no biorreator.

Nos distanciamentos de 2 e 3 mm, uma reten¢do de microcarregadores se torna
improvavel. Porém, com 3 mm e com um numero 15 vezes maior de células ja se atingiu
valores préximos de 20%, limitando assim o processo de expansdo no biorreator, sendo que
uma expansao acima de 15 vezes € possivel levando em consideracdo a area util dos
microcarregadores. Com 2 mm, concentracdes baixas de oxigénio (10%) s6 foram atingidas
com um namero 40 vezes maior de células que o inicial.

Com base nas simulagdes realizadas foi possivel escolher o espacamento de 2
mm como o valor inicial adotado na construcdo do biorreator utilizado nos experimentos de
cultivo, devido ao fato dele permitir um livre transito e homogeneizacdo dos

microcarregadores sem a presenca de regides com baixo nivel de oxigénio dissolvido.

5. 2 Determinagéo de valores de Yxsem placa de pogos — Experimento 1

Uma caracteristica bem conhecida do biorreator de fibra oca é a
impossibilidade de acompanhamento da concentracdo de células durante o crescimento
celular devido a dificuldade de amostragem. Como se trata da variavel mais relevante do
processo de cultivo de células, a procura de uma metodologia para sua estimativa de forma
confidvel e rapida torna-se imprescindivel para qualquer tipo de estudo. Neste trabalho optou-
se por utilizar o valor de Yxs, j& que 0 mesmo estava bastante accessivel através de dados de
concentragdo de substratos coletados para acompanhamento do cultivo. O valor de Yys
normalmente se mantém constante quando as variagfes ambientais em torno das células séo
pequenas, fazendo com que o metabolismo celular se mantenha pouco alterado.

Se o valor de Yys é constante, é possivel através de sua definigdo correlacionar

a concentracdo de substrato limitante do crescimento celular com a concentragdo celular, a
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qual pode ser calculada de forma muito simples utilizando a equacgéo descrita no item 4. 13.
Este experimento foi realizado em placas de cultivo de 24 pocos (TPP, SWE) para se obter
valores da razdo de consumo de nutrientes e producdo de metabdlitos feitos pela linhagem
hMSC-TERT na fase exponencial de crescimento, ap0s a adeséo na superficie da placa.

A partir destes dados foram feitas todas as estimativas do numero de células
durante os cultivos em biorreator de fibra oca, ja que na utilizacdo deste equipamento ndo era
possivel retirar amostras com microcarregadores para se medir a densidade celular através da
metodologia baseada no MTT. Os resultados experimentais obtidos em placas de cultivo sdo
mostrados na Figura 29 a seguir e nas tabelas B1 e B2 (item 8.2). A velocidade especifica de
crescimento () entre 24 e 120 horas foi de 0,0229 ht,

Figura 29 - Resultados do experimento 1 realizados em placas de poliestireno de 24 pocos tratadas para
promover a adeséao celular. No cultivo utilizou-se meio de cultura o-MEM suplementado com 15% de soro fetal
bovino com inéculo de 2 x 10* células/mL em incubadora com 5% de CO; e temperatura de 37°C. O nimero de
células foi determinado pela contagem em hemacitdmetro e a quantificagdo de nutrientes através de medidas no
bioanalisador YSI-7100 MBS. Os valores apresentados sdo a media e desvio padrdo obtido da utilizacdo da
amostragem de 3 pocos por dia.
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Os resultados dos coeficientes de rendimento (Yys) obtidos na fase de
crescimento exponencial neste experimento (de 24 até 120 horas) foram: Yygi= 3,73 x 10%°
células/mol de glicose consumido e Yxgn= 2,03 x 10 células/mol de glutamina consumido
como se mostra na Figura 30. O coeficiente Yygi mostrou-se bastante coerente e confiavel
uma vez que a correlacdo entre as duas varidveis foi de 0,998. No caso da glutamina a

correlagédo ndo foi muito boa (0,944) tendo que se recorrer a utilizagdo de uma linha reta
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média jd& que em baixas concentragdes de glutamina parece haver uma mudanca de
metabolismo que precisa ser confirmada e estudada de forma mais detalhada. Devido aos
resultados obtidos e facilidade de andlise confiavel padronizou-se a utilizagdo do Yxigi como

método para a estimativa do nimero de células no cultivo em biorreator de fibra oca.

Figura 30 - Determinacéo dos coeficientes de rendimento Yygi € Yygn Utilizando dados da linhagem hMSC-
TERT cultivada em meio de cultura a-MEM em placas de 24 pocos em incubadora com 5% de CO; a 37°C. Os
dados de cultivos sdo os apresentados na Figura 26. Os valores de Yygi € Yxgn foram calculados a partir da
inclinacdo das relacdes lineares obtidas para ambos os substratos. Os pontos no grafico sdo as médias e desvio
padrdo de medidas realizadas em triplicata.
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5. 3 Cultivos em frasco spinner

Ambos o0s cultivos em frasco spinner ocorreram de forma satisfatoria,
verificando-se a adesdo das MSCs nos microcarregadores e seu crescimento. No experimento
2 apds 72 horas foi realizada a inoculacdo em biorreator de fibra oca, porém antes de
completar 96 horas de experimento foi verificada uma turbidez alta no meio de cultivo
indicando a contaminacgédo do experimento. Apesar da interrup¢do do experimento foi possivel
aproveitar os resultados para analisar a expansdo em frasco spinner. No experimento 3 apds
48 horas foi realizada a inoculacdo em biorreator de fibra oca, porém com 96 horas de
experimento ele teve de ser descontinuado devido a um vazamento na mangueira de silicone
do sistema de bombeamento de meio de cultura, devido a esse fato optou-se por utilizar para
0s experimentos seguintes, um tipo mais resistente conhecido como mangueira de Bioprene
(Watson-Marlow, GBR). Em ambos o0s experimentos, foi observado valores inferiores de
velocidade especifica de crescimento no frasco spinner em relagdo ao ambiente estatico do
experimento 1, sendo eles de 0,0061 h* entre 8 e 72 horas (experimento 2) e 0,0185 h! entre
8 e 48 horas (experimento 3), indicando que o ambiente agitado ndo foi favoravel a expanséo.

Os resultados estdo apresentados na figura 31 e 32 a seguir e tabelas B3 e B4 (item 8.2).

Figura 31 - Resultados obtidos no Experimento 2 com a linhagem hMSC-TERT com indculo preparado no
intervalo de 0 a 72 horas em frasco spinner com adeséo ao microcarregador Cultispher-S. No cultivo utilizou-se
meio de cultura a-MEM suplementado com 15% de soro fetal bovino na temperatura de 37°C. O numero de
células aderidas foi estimado através da metodologia do MTT. O pH foi determinado com eletrodo padrdo.
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Figura 32 - Resultados obtidos no Experimento 3 com a linhagem hMSC-TERT com indculo preparado no
intervalo de 0 a 48 horas em frasco spinner com adesdo ao microcarregador Cultispher-S. No cultivo utilizou-se
meio de cultura a-MEM suplementado com 15% de soro fetal bovino na temperatura de 37°C. O nimero de
células aderidas foi obtido através da metodologia do MTT. O pH foi determinado com eletrodo padréo.
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5. 4 Cultivos no biorreator de fibra oca

5.4.1Experimento4e5

Apds algumas melhorias feitas no equipamento iniciou-se estes experimentos
em condicBes semelhantes as do Experimento 3. No experimento 4, ap6s o in6culo em
biorreator de fibra oca realizado apds 48 horas de cultivo, o experimento durou 192 horas,
porém devido a complicacbes com as mangueiras da porta de entrada do espaco extracapilar
ndo foi possivel dar continuidade ao experimento. De forma geral os resultados apresentados
na Figura 33 e 34 e tabelas B5 e B6 (item 8.2) mostram um crescimento uniforme no
biorreator de fibra oca com uma velocidade especifica de crescimento de () entre 72 e 168

horas de 0,0063 h%, valor que pode ser considerado baixo possivelmente devido ao efeito do
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pH que durante grande parte do experimento atingiu valores acima de 7,5. Este problema com
pH foi gerado devido ao sistema de cultivo ndo permitir a entrada de CO> da incubadora no
meio de cultura, que em agdo com o tamp&o bicarbonato de sddio iria reduzir o valor do pH.

Figura 33 - Resultados obtidos no Experimento 4 com a linhagem hMSC-TERT com indculo preparado no
intervalo de 0 a 48 horas em frasco spinner com adesdo ao microcarregador Cultispher-S. Nos dois cultivos
utilizou-se meio de cultura a-MEM suplementado com 15% de soro fetal bovino na temperatura de 37°C. O
nimero de células aderidas durante o cultivo em biorreator de fibra oca foi estimado através do Yygi como
descrito no item 4. 13. O pH foi determinado com eletrodo padrdo. A sigla HF marca o inicio da fase de cultivo
em biorreator de fibra oca.
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Figura 34 — Quantidade de nutrientes (glicose e aminoacidos) e metabolitos (lactato e amdnia) mais importantes
no cultivo da linhagem hMSC-TERT do Experimento 4. Os aminoacidos mais importantes foram selecionados
seguindo o critério de ter um consumo maior que 50% do valor inicial no cultivo. Glicose, lactato e glutamina
foram obtidos pela quantificacdo no bioanalisador YSI, arginina por CLAE e am6nia por eletrodo de ion seletivo
(item 4. 12). A sigla HF marca o inicio do cultivo em biorreator de fibra, caracterizado também pelo aumento do
volume de meio de cultivo de 50 mL para 200 mL.
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No experimento 5 foi reduzido o pH inicial no cultivo em biorreator de fibra
oca que iniciou apds 48 horas de cultivo. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 35 e
36 e tabelas B7 e B8 (item 8.2). Foram realizadas trocas de um quarto do meio de cultura
motivadas pela necessidade da manutencdo do pH na faixa 6tima das MSCs, entre 7,2 a 7,4.

No intervalo de 48 a 192 horas o valor da taxa especifica de crescimento foi de
0,0069 h* que pode ser considerado alto para este experimento, possivelmente devido ao no
esgotamento de nutrientes. Depois de 192 horas de cultivo o valor de p foi menor por causa
do esgotamento da arginina. A partir deste tempo os dados de nimeros de células calculados
através do valor de Yys ndo sdo mais confidveis porque possivelmente houve morte celular
provocada pela deplecdo da arginina. A queda muito lenta da concentracdo de glicose é um
indicio de que a quantidade de células no biorreator estacionou.

Figura 35 - Resultados obtidos no Experimento 5 com a linhagem hMSC-TERT com indculo preparado no
intervalo de 0 a 48 horas em frasco spinner com adesdo ao microcarregador Cultispher-S. A rotagéo do rolete da
bomba foi variado ao longo do experimento (1 = de 15 para 30 rpm; 2 = de 30 para 50 rpm; 3 = de 50 para 70
rpm e 4 = de 70 para 85 rpm). Nos dois cultivos utilizou-se meio de cultura a-MEM suplementado com 15% de
soro fetal bovino na temperatura de 37°C. O nimero de células aderidas durante o cultivo em biorreator de fibra
oca foi estimado através do Yygi como descrito no item 4. 13. O pH foi determinado com eletrodo padrdo. A
sigla HF marca o inicio da fase de cultivo em biorreator de fibra oca. As setas vermelhas indicam a troca de 25%
do meio de cultura.
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Ap0s 440 horas de cultivo houve uma interrupgdo no fornecimento de energia
elétrica que ocasionou o desligamento da bomba peristaltica. Este fato sé foi observado apos
varias horas do ocorrido, e a falta de fluxo de meio de cultura durante este periodo pode

também ter ocasionado uma morte celular devido a queda dréastica de pH e falta de nutrientes.
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Figura 36 - Quantidade de nutrientes (glicose e aminoacidos) e metabdlitos (lactato e amdnia) mais importantes
no cultivo da linhagem hMSC-TERT do Experimento 5. Os aminoacidos mais importantes foram selecionados
seguindo o critério de ter um consumo maior que 50% do valor inicial no cultivo. Glicose, lactato e glutamina
foram obtidos pela quantificacdo no bioanalisador YSI, arginina por CLAE e amdnia por eletrodo de ion seletivo
(item 4. 12). A sigla HF marca o inicio do cultivo em biorreator de fibra oca, caracterizado também pelo aumento

do volume de meio de cultivo de 50 mL para 200 mL.
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Figura 37 - Fotos dos microcarregadores com células ativas expressando GFP do experimento 5. (A) 8 horas de
cultivo. (B) 48 horas de cultivo. (C) 452 horas de cultivo.
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Com os resultados obtidos nestes experimentos foi possivel identificar algumas
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resultados nos experimentos seguintes como:

a) Diminuicdo da duracdo do experimento em frasco spinner, devido ao fato
conhecido em outros trabalhos precedentes de que os microcarregadores com células
comecam a formar aglomerados com 24 horas neste sistema de cultivo (MIZUKAMI, 2011;
SANCHES, 2010). A formacdo de aglomerados tem como efeito negativo a limitacdo do
crescimento celular como consequéncia da limitagdo do transporte de nutrientes para o
interior dos mesmaos.

b) Melhoria da distribuicdo de células na fase de adesdo com agitacédo
intermitente. Uma melhor distribuicdo de células ira permitir uma fase de crescimento mais
eficiente, evitando a presenca de microcarregadores com quantidades diferentes de células
como mostrado na Figura 37.

5.4.2 Experimento 6 e 7

Como foi destacado nas fotos do experimento 5, nos estagios avancados dos
cultivos foram detectados microcarregadores sem células na sua superficie. Esta situacdo pode
ser o reflexo de morte celular ou de uma distribuicdo ndo uniforme destes quando colocados
em contato com as células na fase de adesdo em frasco spinner. Se o spinner utilizado tiver
uma éarea pequena no fundo, os microcarregadores, ao sedimentarem, vdo formar varias
camadas e s6 aqueles situados na camada superior vdo entrar em contato com as células,
restando varios sem células aderidas na sua superficie (PESHWA; WONG; HU, 1999). Nestes
experimentos foram usados frascos spinner de 500 mL na etapa de preparo de indculo para
proporcionar uma maior area para a distribuicdo de células nos microcarregadores e a fase de
cultivo em frasco spinner foi reduzida para 8 horas.

De forma geral o experimento 6 foi realizado com sucesso ja que o cultivo foi
conduzido sem grandes problemas até as 192 horas quando a concentracdo de arginina atingiu
valores proximos de zero, os resultados estdo apresentados nas Figuras 38 e 39 e tabelas B9 e
B10 (item 8.2). As melhorias feitas para ter um controle do pH, da oxigenagdo (que iniciou
em 70% e sendo mantida em 90% apds 2 dias de cultivo) e estabilidade do sistema como um
todo se refletiram na qualidade obtida dos resultados de crescimento. A velocidade especifica

de crescimento (1) do experimento entre 24 e 240 horas foi de 0,0107 h™.
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Figura 38 - Resultados obtidos no Experimento 6 com a linhagem hMSC-TERT com indculo preparado no
intervalo de 0 a 8 horas em frasco spinner com adesdo ao microcarregador Cultispher-S. Nos dois cultivos
utilizou-se meio de cultura a-MEM suplementado com 15% de soro fetal bovino na temperatura de 37°C. O
nimero de células aderidas durante o cultivo em biorreator de fibra oca foi estimado através do Ygi como
descrito no item 4. 13. O pH foi determinado com eletrodo padrdo. A sigla HF marca o inicio da fase de cultivo
em biorreator de fibra oca.
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Figura 39 - Quantidade de nutrientes (glicose e aminoacidos) e metabdlitos (lactato e amdnia) mais importantes
no cultivo da linhagem hMSC-TERT do Experimento 6. Os aminoacidos mais importantes foram selecionados
seguindo o critério de ter um consumo maior que 50% do valor inicial no cultivo. A sigla HF marca o inicio da
fase de cultivo em biorreator de fibra oca. Glicose e lactato foram obtidos pela quantificacdo no bioanalisador
YSI, arginina e glutamina por CLAE e aménia por eletrodo de ion seletivo (item 4. 12). A sigla HF marca o
inicio do cultivo em biorreator de fibra, caracterizado também pelo aumento do volume de meio de cultivo de 50
mL para 200 mL.

—— Glicose

2’5 _ —&— Lactato

—w¥— Glutamina
Arginina

—A— Amonia

2,0

1,54

1,04

05" 10,2
¥ B

0,0

Glicose e Lactato (mmol)
///
1
«
S
o
Ambnia, Arginina e Glutamina (mmol)

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo (horas)

(Acervo pessoal)

Apos o indculo em biorreator de fibra oca o experimento durou 240 horas,

sendo realizada a troca de um quarto do meio diariamente apds 72 horas de cultivo, visando a
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manutencdo do pH. Com posterior analise de aminoacidos em CLAE apresentado na Figura
39 foi possivel observar que a partir das 192 horas de cultivo o nivel de arginina atingiu
valores proximos de zero. O nimero de células obtido pela metodologia do MTT com 248
horas de cultivo foi de 1,95 x 10’ e o nimero de células recuperadas de 1,6 x 10’ pela
dissociacdo com enzima TrypLE 10X em 15 minutos. Este valor abaixo do estimado sugere
que deve ter ocorrido morte celular, que ndo é contabilizada pela metodologia da estimativa
com Yys. Apesar dos problemas ocorridos, o crescimento celular mostrou-se relativamente
alto até as 168 horas (durante o crescimento exponencial) com valor de p de 0,012 h't, A
concentragio maxima de células estimada neste tempo foi de 5,33 x 107, que representa um
fator de expansdo de 8,53 vezes. Um esquema comparativo entre o crescimento estimado, o
namero de células final obtido e o esgotamento da arginina esté representado na Figura 40.

Duas observacdes importantes adicionais a serem feitas neste experimento
através da Figura 40 sao:

1) A distribuicdo de células nos microcarregadores ao final das 240 horas de
cultivo foi mais aleatéria ndo havendo muitos microcarregadores sem células como em
experimentos anteriores.

2) Como se pode observar, os microcarregadores ndo formaram agregados
como os que se formam normalmente em cultivos em spinner em suspenséo agitada.

Estas caracteristicas da técnica de cultivo em biorreator de fibra oca sdo de
crucial importancia para o desenvolvimento de uma metodologia eficaz de expansdo de
MSCs.

No experimento 7 foram utilizadas as mesmas condi¢fes do experimento 6,
com excessdo da concentracdo de CaCl, usada no gel de inoculagdo que alterou de 4,5 para
4,25 mM. Os resultados estdo representados nas Figura 42 e 43 e tabelas B11 e B12 (item
8.2). O experimento durou 124 horas. Ap6s 96 horas de cultivo ocorreu um vazamento no
sistema em uma das conexdes entre mangueiras. Devido ao rompimento de uma das travas
usadas, ocasionando o esvaziamento do frasco com meio de cultivo e consequentemente falta
de alimentacdo de nutrientes no espaco extracapilar, o experimento foi encerrado. Apds 0
cultivo em biorreator de fibra oca o nimero de células obtido foi de 1,62 x 10°8. O valor de p
neste experimento entre 24 e 120 horas foi de 0,0153 h'! e o fator de expanséo de 5,35 vezes.
Apesar dos problemas, o cultivo ocorreu de forma similar ao experimento 6, reforcando assim

a confiabilidade dos resultados obtidos.
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Figura 40 — Comparacdo entre nimero de células estimados pelo consumo de glicose em escala logaritmica e
quantidade de nutrientes e metab6litos do experimento 6. A curva de crescimento exponencial foi calculada com
base nos nimeros estimados de células até 168 horas de cultivo. Pode-se observar que no momento que a
arginina atinge valores baixos no meio (indicado pela reta vertical em t = 168 horas), o crescimento estimado
comeca a se afastar da curva exponencial, indicando que na realidade o cultivo entrou em um breve fase
estacionaria e e logo em seguida entrou na fase de morte celular, como é indicado pela seta verde pontilhada, até
atingir o valor final de células retiradas do biorreator, que foi obtido pela metodologia do MTT.
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Figura 41 - Fotos dos microcarregadores com células ativas expressando GFP do experimento 6. (A) 8 horas de
cultivo. (B) 240 horas de cultivo.
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Figura 42 - Resultados obtidos no Experimento 7 com a linhagem hMSC-TERT com indculo preparado no
intervalo de 0 a 8 horas em frasco spinner com adesdo ao microcarregador Cultispher S. Nos dois cultivos
utilizou-se meio de cultura a-MEM suplementado com 15% de soro fetal bovino na temperatura de 37° C. O
ntmero de células aderidas foi estimado através do Y xgi como descrito no item 4.13. O pH foi determinado com
eletrodo padrdo. A sigla HF marca o inicio da fase de cultivo em biorreator de fibra oca.
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Figura 43 - Quantidade de nutrientes (glicose e aminoacidos) e metabdlitos (lactato e amdnia) mais importantes
no cultivo da linhagem hMSC-TERT do Experimento 7. Os aminoacidos mais importantes foram selecionados
seguindo o critério de ter um consumo maior que 50% do valor inicial no cultivo. A sigla HF marca o inicio da
fase de cultivo em biorreator de fibra oca. Glicose e lactato foram obtidos pela quantificacdo no bioanalisador
YSI, arginina e glutamina por CLAE e aménia por eletrodo de ion seletivo (item 4. 12). A sigla HF marca o
inicio do cultivo em biorreator de fibra, caracterizado também pelo aumento do volume de meio de cultivo de 50
mL para 200 mL.
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5. 5 Resumo dos dados obtidos

De maneira geral, com os resultados obtidos durante os cultivos e posteriores
analises de amindacidos e amonia é possivel analisar dois pontos importantes que podem ter
exercido uma grande influéncia nas baixas velocidades de crescimento obtidas nos cultivos
realizados (em comparacdo com o cultivo estatico):

1 - Valores baixos de arginina em todos os experimentos realizados, como pode
ser verificado nas figuras apresentadas

2 -Alta concentragdo de amodnia, um conhecido inibidor de crescimento celular.

3.- Baixa relacédo de células inoculadas/volume de meio de cultura

A arginina é um aminoacido semi-essencial envolvido em uma variedade de
processos fisioldgicos, € um precursor necessario para a biossintese de proteinas, creatina,
poliaminas, L-prolina e éxido nitrico e serve como um intermediério no ciclo da uréia (WU;
MORRIS, 1998). Mesmo podendo ser obtida por sintese enddgena, a maioria das células
depende do seu transporte extracelular (DURANTE et al., 2001). Ndo ha relatos sobre o
estudo da sua importancia especificamente para as MSC, porém provavelmente a sua
importancia € devido a formacdo do componente essencial da matriz, a L-prolina, e outras
moléculas reguladoras de crescimento, afetando a sua capacidade de adesdo e a sua
velocidade de crescimento (SIASOS et al., 2007; THEILMEIER et al., 1997).

Enquanto que as células consumem glicose e glutamina para produzir energia,
elas produzem dois metabodlitos toxicos: lactato e aménia, os quais podem inibir o
crescimento celular (HASSELL; GLEAVE; BUTLER, 1996). Parte do efeito toxico de lactato
e amOnia podem ser resultado da pertubacdo de pH dos gradientes eletroquimicos afetando
todo o transporte de membrana (SCHNEIDER; MARISON; VON STOCKAR, 1996; DEAN;
JESSUP; ROBERTS, 1984). Acumulo excessivo de lactato pode reduzir o pH do meio,
subsequentemente inibindo o crescimento celular (SCHNEIDER; MARISON; VON
STOCKAR, 1996). O aménio ndo ionizado podem difundir prontamente para a membrana
plasmatica e organelas da membrana interior causando o aumento do pH de compartimentos
intracelulares acidos (SCHNEIDER; MARISON; VON STOCKAR, 1996). Os valores
inibitdérios encontrados para MSC humanas foram de 35,4 mM para lactato e 2,4 mM para
amonia (SCHOP et al., 2009).

Nos experimentos conduzidos no biorreator de fibra oca, a razdo de células
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inoculadas com relacdo ao volume de meio de cultura € quatro vezes menor que nos cultivos
em placas de pogos e em frasco spinner. Nestas condi¢cbes os fatores estimulantes do
crescimento liberados pelas células ficam mais diluidos e, portanto, o crescimento celular é
menos estimulado. Uma forma de contornar este problema seria aumentar a quantidade de
células inoculadas no biorreator ou diminuir a quatidade de meio de cultivo utilizado, de tal
forma que a razdo fique no mesmo valor do utilizado nos outros sistemas de cultivo

Tendo em vista os valores obtidos de concentracdo de arginina (proximos de 0)
e de amonia (proximos de 0,7 mmol, ou seja, 3,5 mM no volume de meio utilizado) pode se
prever que metodologias de renovacdo do meio de cultivo mais frequentes e com maior
volume de troca provavelmente resultaram em valores de crescimento celulares maiores. Um

resumo dos resultados obtidos pode ser visualizado na Tabela 2.

Tabela 2 - Resumo dos experimentos realizados.

Experimentos 1 2 3 4 5 6 7
Equipamentos P:)if;oge FSA  FSA  FSA/HF® FSA/HF® FSATHF® FSATHF®
u (hora) 0,0229 00061 00185 0,0063 0,046 0,0107 0,0153
Numero inicial de 6,25 6,25 6,25 6,25

células (x 10°) 002 625 625

Nudmero final de
células (x 10°)

Fator de expanséo

(9,99)° (12,3)° (6,58)¢ (7,61)°

0,218 18,9 20,9 40,9 101,8 95,6 33,4

10,9 303 335 (531)° (16,16)° (15,3)° (5,35)°

total

Fator de expanséo

estimado no cultivo - - - 4,09 8,21 14,53 4,39
na fase HFB

Duracéao (horas) 120 72 48 168 456 240 120

A = Frasco spinner, B = Biorreator de fibra oca, © = Valores em paréntesis sdo referentes ao nimero de células
inoculadas no biorreator de fibra oca, ® = Valor em paréntesis se refere a valores estimados pela metodologia do
Yygi (item 4. 13).

Uma comparacdo dos resultados obtidos no experimento 6 com dados da
literatura podem ser observados na Tabela 3. A metodologia atual apresenta certas
dificuldades, porém um alto potencial em comparacdo com os dados relatados na literatura,
levando em consideragdo que o presente estudo e os trabalhos anteriores realizados no
LATECC utilizaram uma linhagem imortalizada ao inveés de células de doadores, que

apresentam uma variabilidade de comportamento natural como foi citado na revisdo
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bibliografica, afetando assim nos resultados obtidos nestes estudos. Podemos o valor
satisfatorio de expansdo estimado tanto em valor total quanto ao valor pelo tempo necessario
para obté-lo. A escolha do experimento 6 como objeto de comparacéo se deve ao fato dele ser
um dos maiores fatores de expansdo obtidos e também ter tido um relativo baixo tempo de
cultivo, além do alto nivel de recuperacéo celular obtido (82%), para os préximos cultivos em
trabalhos futuros provavelmente deverd ser utilizada uma metodologia semelhante ao
experimento 6 aliada com uma renovagdo mais frequente do meio para evitar um esgotamento

de arginina e alta concentracdo de amonia.

Tabela 3 - Resumo dos resultados obtidos no experimentos 6 em comparacdo com
relatos encontrados na literatura e trabalhos anteriores do LATECC com cultivos com
MSCs.

Ferrariet Noldet Eibesetal., Sanches, Mizukami,
al., 2012 al., 20134 2010 2010 2011

Tipode gy irc FSB HFC FSB FSB FSB/HFC
Biorreator

Tipo de Cultispher®- Cytodex®- Cultispher®- Cultispher®- Pronectin®

micro- S 1 S S F
carregador

NuUmero
inicial de
células
(x 10°)

6,25 6 4,5 2,6 6,25 6,25

NUmero

final de 95.6 70 46 21 60.6 70
células
(x 109
Fator de
expansao (15,3)°P 11,7 10,22 8,4 9,7 (11,2)P
total

Duracgo (h) 240 192 264 192 360 190

Fator de
expansao/
duracgéo
(h™)
A = Média dos quatro cultivos relatados com células de diferentes doadores, B = Frasco spinner, ¢ = Biorreator
de fibra oca, P = Valores estimados pela metodologia do Yy (item 4. 13).

0,064 0,061 0,039 0,044 0,027 0,059
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6 CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos foi possivel listar as seguintes conclusdes:

» 1 - O cultivo da linhagem hMSC-TERT em um biorreator de fibra oca com
circulagdo de meio de cultura oxigenado pelo espacgo intracapilar e as células aderidas ao
microcarregador Cultispher-S® no espaco extracapilar é possivel.

» 2 - A simulacdo matematica da transferéncia e consumo de oxigénio como
substrato mais limitante do cultivo de MSCs no biorreator de fibra oca permitiu a obtencao de
um espacamento de 2 mm, que possibilitou um comportamento de crescimento exponencial,
principalmente nos experimentos 6 e 7, comprovando a auséncia de limitacdo por oxigénio,
que impediria esse tipo de crescimento.

» 3 - O cultivo da linhagem hMSC-TERT aderida ao microcarregador Cultispher-
S® suspensa e imobilizada em um gel de alginato no espaco extracapilar no biorreator de fibra
oca permitiu bom crescimento celular sem formagdo de aglomerados.

» 4 - Autilizacdo do conceito do fator de rendimento Yys sob a hipotese de valor
constante permitiu estimar de forma simples a concentragdo de células no biorreator de fibra
oca, sendo necessario ainda a sua validagcdo com a realizacdo de mais cultivos sem fatores
limitantes, como a baixa concentracdo de arginina, excesso de amonia e a baixa concentragdo
celular inicial.

» 5 - A expansdo da linhagem hMSC-TERT no biorreator de fibra oca
possibilitou a obtencdo de fatores de expansdo antes da falta de nutrientes de até 8,5 vezes em
168 horas, sem a formacéo de aglomerados.

» 6 - A utilizagdo do meio de cultura a-MEM suplementado mostrou um
conteldo estequiometricamente limitante do aminoacido semi-essencial arginina para o
cultivo da linhagem hMSC-TERT.
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8 APENDICES

8.1 A - Perspectivas futuras

Pelos resultados obtidos, foi possivel observar a possibilidade de expanséo de
MSC no biorreator de fibra oca, porém para este método se tornar um alternativa viavel sera
obrigatéria a obtencdo de valores mais altos de velocidade de crescimento e
consequentemente rendimentos maiores de expansdo. Para atingir tal objetivo o presente
estudo tera continuidade numa tese de doutorado. As hipdteses a serem testadas para aumentar
a expansao sdo as seguintes:

» A MSC é conhecida por ser uma linhagem que reside no corpo humano em
locais de baixos niveis de oxigenacdo e possui baixa taxa de respiracdo, sendo comprovado
em estudo que ela possui niveis de expansdo maiores na presenca de baixos niveis de oxigénio
dissolvido (DOS SANTOS et al.,, 2010). Devido a essas informacdes encontradas na
literatura, sera testado o cultivo em taxas menores de oxigenacdo, porém sera necessario se
verificar a geracdo de regifes sem oxigénio por meio de simulagdo e experimentos para
estimar as taxas de respiracdo da linhagem a ser utilizada.

» Uma caracteristica importante do sistema do biorreator de fibra oca é a
possibilidade do controle do diametro dos poros. Através desse controle o fluxo de entrada de
fluidos do espaco intracapilar para o espacgo extracapilar e o didmetro das particulas a serem
filtradas é controlado em processos de purificacdo e tratamento de fluidos. O uso do biorreator
de fibra oca no cultivo de células esse diametro dos poros permite o controle de quais
particulas terdo o fluxo permitido por dentro das fibras, sendo essencial que os nutrientes
encontrados no meio e 0s metabdlitos produzidos pelas células tenham transito livre. Porém
na literatura é relatado que existe uma faixa de didmetro de poros que permite esse livre
transito e impede o transito de proteinas de maior tamanho secretadas pelas células, entre
essas proteinas estdo fatores de crescimento como interleucina-6 e fator inibidor da leucemia,
sendo relatado que possuem tamanho maior que 20 kDa (USULUDIN et al., 2012). Entdo nas
proximas etapas deste estudo serdo testados os cultivos em biorreatores com fibras de
didmetro médio de 10 kDa, garantindo a retencdo desses importantes fatores proximos as

células, aumentando assim a sua velocidade de expansao.



APENDICES 88

»  Existe também a possibilidade que a expansdao das MSC ndo atinja niveis
satisfatorios devido ao baixo volume de trabalho permitido (de 13 a 14 mL). Porém com
relativa facilidade é possivel o aumento desse volume, para isto sera necessario a obtencédo de
modulos maiores de filtracdo ou de material de policarbonato para a confec¢do dos novos
biorreatores.

Assim que o sistema estiver atingindo niveis satisfatorios de expanséo, serad
testada a expansdo de linhagens obtidas de doadores coletadas no Hemocentro de Ribeiréo
Preto do corddo umbilical de recém-nascidos, com o objetivo de obter uma metodologia de

expansdo de MSCs viaveis para 0 uso na terapia celular.
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8. 2 B — Tabelas de resultados
Tabela B1 - Resumo dos dados obtidos no experimento 1 realizado em triplicata a partir de 24 horas.
Média do . Média da . Controle*-  Média da . Controle*-
Tempo . Desvio . Desvio . . Desvio .
(h) nlmero de padrio glicose padrio Glicose glutamina padrio Glutamina
células (mol) (mol) (mol) (mol)
0 2,00E+04 1,19E-05 1,19E-05  4,92E-06 4,92E-06
24 2,42E+04  3,15E+03 1,18E-05 2,08E-07 1,17E-05 4,84E-06 1,36E-07  4,87E-06
48 8,13E+04 1,07E+04 1,11E-05 3,46E-07 1,16E-05 4,42E-06 1,27E-07 4,59E-06
72 1,22E+05 5,05E+03 1,03E-05 4,36E-07 1,20E-05 4,19E-06 1,23E-07 4,41E-06
96 1,72E+05 1,44E+04 9,61E-06 2,08E-07 1,26E-05 3,88E-06 7,21E-08  4,37E-06
120 2,18E+05 2,18E+04 8,82E-06 3,92E-07 1,30E-05 3,58E-06 1,13E-07 4,28E-06

*Q termo controle se refere a um cultivo sem células para verifcar a alteracdo na quantidade de substrato ou

metabolito

Tabela B2 - Resumo dos dados obtidos no experimento 1 realizado em triplicata a partir de 24 horas.

Tempo (h) Meédia do lactato (mol) Desvio padréo Controle*-Lactato (mol)
0 2,96E-06 2,96E-06
24 3,53E-06 6,66E-08 2,93E-06
48 4,39E-06 1,27E-07 2,88E-06
72 5,90E-06 2,84E-07 3,02E-06
96 7,79E-06 1,86E-07 3,21E-06
120 9,78E-06 3,67E-07 3,31E-06

*Q termo controle se refere a um cultivo sem células para verifcar a alteracdo na quantidade de substrato ndo

causado pelas células.

Tabela B3 - Resumo dos dados obtidos no experimento 2 e apresentados na figura 30.
Células aderidas foram quantificadas pelo métodologia do MTT e livres pela

contagem em hemacitémetro. O pH foi medido com eletrodo padréo.

Tempo

Média do nimero de

Desvio

Ndmero de células

(h) células aderidas padrdo livres na suspensdo PH
0 6,25E+06 5,00E+05 7,35
8 9,62E+06 0,00E+00 3,26E+05 7,23

24 1,07E+07 9,89E+04 3,26E+05 7,23

48 1,34E+07 1,14E+05 0,00E+00 7,16

72 1,43E+07 5,71E+05 2,83E+05 6,96
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Tabela B4 - Resumo dos dados obtidos no experimento 3 e apresentados na figura 31.
Células aderidas foram quantificadas pelo métodologia do MTT e livres pela
contagem em hemacitémetro. O pH foi medido com eletrodo padrao.

Tempo Média do nimero de Desvio Numero de células

(h) células aderidas padrdo livres na suspensao pH

0 6,25E+06 5,00E+05 7,29

8 9,96E+06 4,12E+04 3,26E+05 7,25

24 1,70E+07 1,89E+05 0,00E+00 7,08/7,28*
48 2,09E+07 2,06E+05 2,83E+05 6,86

*Antes e depois da troca de 50% do meio de cultura

Tabela B5 - Resumo dos dados obtidos no experimento 4 e apresentados na figura 32.
Células aderidas foram quantificadas pelo métodologia do MTT na fase spinner, estimativa
por Yxs na fase fibra oca e células livres pela contagem em hemacitdmetro. O pH foi
medido com eletrodo padréo.

Tempo (h) Méc!ia do nl'Jm_ero de Desvio padréo I_\lumero de célulgs pH
células aderidas livres na suspenséo

0 6,25E+06 - 7,32
8 8,83E+06 1,06E+05 0,00E+00 7,33
24 7,93E+06 9,54E+04 0,00E+00 7,29
48 1,08E+07 5,74E+04 0,00E+00 7,18
72 1,81E+07 8,79E+05 7,73
96 1,97E+07 8,79E+05 7,66
120 2,35E+07 8,79E+05 7,56
144 2,86E+07 1,06E+06 7,44
168 3,32E+07 5,86E+04 7,38

Tabela B6 - Resumo dos dados obtidos no experimento 4 e apresentados na figura 33.
Glicose, lactato e glutamina foram obtidos pela quantificagdo no bioanalisador YSI, arginina
por CLAE e amonia por eletrodo de ion seletivo (item 4. 12).

Tempo Glicose Lactato Glutamina

() (mmol) (mmol) (mmol) Arginina (mmol) Amonia (mmol)
0 0,58 0,15 0,21 0,08

8 0,54 0,18 0,19 0,03

24 0,48 0,28 0,17 0,06

48 0,40 0,41 0,15 0,12

55 0,36 0,46 0,15 0,02

72 2,11 0,68 0,71 0,14

96 2,06 1,09 0,73 0,18

120 1,96 1,28 0,67 0,48

144 1,82 1,49 0,65 0,02

168 1,70 1,68 0,64 0,69
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Tabela B7 - Resumo dos dados obtidos no experimento 5 e apresentados na figura 34. Células
aderidas foram quantificadas pelo métodologia do MTT na fase spinner, estimativa por Yxs na
fase fibra oca e células livres pela contagem em hemacitdmetro. O pH foi medido com eletrodo
padréo.

Média do nimero de . « ) Nl’Jme_ro de
Tempo (h) células aderidas Desvio padrdo  células I|vrf:s na pH
suspensao

0 6,25E+06 - 7,32
8 7,16E+06 5,58E+04 1,88E+05 7,21
24 7,16E+06 1,16E+05 6,51E+04 7,29
48 1,33E+07 2,42E+05 6,78E+04 7,14
72 1,73E+07 2,62E+05 7,47
96 2,28E+07 7,87E+04 7,32
120 2,74E+07 4,98E+05 7,24
144 2,79E+07 2,36E+05 7,21
168 3,12E+07 2,62E+04 7,11/7,22*
192 3,33E+07 5,25E+04 7,2417,27*
216 3,75E+07 6,56E+03 7,35
240 4,30E+07 4,66E+05 7,17
264 4,62E+07 3,87E+05 7,24
288 5,34E+07 2,82E+05 7,31
312 5,92E+07 4,39E+05 7,18
336 6,41E+07 4,00E+05 7,14
360 7,19E+07 8,53E+04 7,05
384 7,91E+07 7,21E+04 7,19
408 9,00E+07 6,56E+03 7,2
432 9,83E+07 1,51E+05 7,17
456 1,01E+08 4,59E+04 7,24
460 2,63E+06 4,13E+04

*Antes e depois da troca de meio.
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Tabela B8 - Resumo dos dados obtidos no experimento 5 e apresentados na figura 35. Glicose,
lactato e glutamina foram obtidos pela quantificacdo no bioanalisador YSI, arginina por CLAE
e amonia por eletrodo de ion seletivo (item 4. 12).

Tempo  Glicose  Desvio Lactato Desvio Glutamina Desvio Arginina Amonia

(h) (mmol)  padrdo (mmol) padrao (mmol) padrdo  (mmol) (mmol)
0 0,56 3,5E-03 0,14 3,5E-04 0,21 3,5E-04 0,07

8 0,52 3,5E-03 0,18 3,5E-04 0,19 1,8E-03 0,03
24 0,47 4,9E-03 0,26 0,0E+00 0,18 0,0E+00 0,06
48 0,34 7,1E-04 0,47 2,1E-03 0,16 2,1E-03 0,13
50 0,32 3,5E-04 0,53 3,5E-03 0,16 3,5E-04 0,03

50 2,16 0,0E+00 0,53 2,8E-03 0,82 2,8E-03 0,23

72 2,03 1,4E-02 0,72 7,1E-03 0,77 1,1E-02 0,14
96 1,88 4,2E-03 1,01 4,2E-03 0,72 8,5E-03 0,18
120 1,76 2,7E-02 1,27 2,4E-02 0,72 1,1E-02 0,13

144 1,74 1,3E-02 1,43 2,8E-03 0,70 1,3E-02 0,52
168 1,65 1,4E-03 1,57 1,6E-02 0,67 2,0E-02

168 1,81 2,8E-03 1,34 5,7E-03 0,72 1,1E-02 0,60
192 1,75 7,1E-03 1,51 5,7E-03 0,71 1,7E-02 0,00

192 1,88 5,3E-03 1,27 4,2E-03 0,75 1,6E-02

216 1,77 2,8E-03 1,45 1,3E-02 0,69 8,5E-03

216 1,87 1,1E-02 141 1,1E-02 0,72 8,5E-03

240 1,72 2,8E-03 1,70 1,1E-02 0,70 1,7E-02 0,64
240 1,85 2,1E-03 1,41 6,7E-03 0,75 3,5E-04

264 1,77 8,5E-03 1,59 1,4E-03 0,74 8,5E-03 0,00

264 1,98 3,5E-03 1,37 3,5E-03 0,81 9,5E-03

288 1,78 1,4E-03 1,54 0,0E+00 0,74 1,4E-03

288 1,81 2,8E-03 1,56 2,8E-03 0,76 0,0E+00

312 1,65 1,4E-02 1,74 8,5E-03 0,74 2,0E-02 0,69
312 1,83 5,3E-03 1,46 7,1E-03 0,74 1,8E-03

336 1,70 8,5E-03 1,67 1,3E-02 0,74 2,1E-02 0,01

336 1,84 1,1E-02 1,39 1,1E-03 0,76 5,7E-03

360 1,63 4,2E-03 1,65 1,8E-02 0,74 2,0E-02 0,62
360 1,79 3,5E-04 1,35 3,9E-03 0,76 3,5E-04

384 1,59 1,4E-03 1,60 1,4E-03 0,75 1,6E-02 0,62
384 1,86 0,0E+00 1,36 1,4E-03 0,84 2,5E-03

408 1,56 4,2E-03 1,65 2,8E-03 0,77 14E-03 0,01

408 1,71 3,5E-03 1,37 2,1E-03 0,78 3,5E-03

432 1,49 1,4E-03 1,64 1,1E-02 0,76 1,8E-02 0,58
432 1,69 3,2E-03 1,36 2,8E-03 0,79 3,9E-03

456 1,62 4,2E-03 1,54 1,3E-02 0,77 2,4E-02 0,04
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Tabela B9 - Resumo dos dados obtidos no experimento 6 e apresentados na figura 37 e 39. Células
aderidas foram quantificadas pelo métodologia do MTT na fase spinner, estimativa por Yxs na fase
fibra oca e células livres pela contagem em hemacitémetro. O pH foi medido com eletrodo padrao.

Média do ntimero de células . x ) NL’Jme_ro de
Tempo (h) aderidas Desvio padréo células I|vr~es na pH

suspensao
0 6,25E+06 7,33
8 6,58E+06 7,06E+04 3,13E+05 7,31
24 9,55E+06 0,00E+00 7,28
48 1,33E+07 0,00E+00 7,27
72 1,69E+07 1,05E+05 7,19
96 2,36E+07 7,87TE+04 7,14
120 3,22E+07 1,44E+05 7,18
144 4,23E+07 8,92E+05 7,14
168 5,33E+07 6,16E+05 7,12
192 6,79E+07 7,87E+04 7,14
216 8,17E+07 1,97E+05 7,12
240 9,56E+07 5,25E+04 7,03

248 1,95E+07 3,18E+05 4,47E+06

Tabela B10 - Resumo dos dados obtidos no experimento 6 e apresentados na figura 38 e 39. Glicose e
lactato foram obtidos pela quantificagdo no bioanalisador YSI, arginina e glutamina por CLAE e
amonia por eletrodo de ion seletivo (item 4. 12).

Tempo (h) Glicose DES\{iO Lactato DeS\{iO Glutamina  Arginina  Ambnia

(mmol) padrédo (mmol) padréo (mmol) (mmol) (mmol)
0,53 0,0E+00 0,13 3,5E-04 0,15 0,10

0,50 3,5E-04 0,16 3,5E-04 0,13 0,08 0,03
2,22 0,0E+00 0,56 0,0E+00 0,55 0,45

24 2,14 0,0E+00 0,59 0,0E+00 0,64 0,42 0,11
48 2,04 0,0E+00 0,76 0,0E+00 0,55 0,35
48 2,08 0,0E+00 0,78 4,2E-03 0,55 0,35

72 1,98 2,8E-03 0,94 1,4E-03 0,55 0,35 0,31
72 2,02 2,1E-03 0,85 1,1E-03 0,59 0,37
96 1,84 2,8E-03 1,17 1,4E-03 0,57 0,34
96 2,02 7,4E-03 1,06 4,9E-03 0,60 0,36

120 1,78 1,4E-03 1,42 4,2E-03 0,60 0,29 0,31
120 1,87 8,8E-03 1,18 8,5E-03 0,64 0,33
144 1,59 1,1E-02 1,58 2,8E-03 0,46 0,16
144 1,77 1,1E-03 1,36 9,2E-03 0,53 0,23

168 1,48 8,5E-03 1,77 5,7E-03 0,50 0,09 0,49
168 1,78 8,8E-03 1,49 7,1E-03 0,56 0,18
192 1,38 5,7E-03 1,94 5,7E-03 0,42 0,01
192 1,66 5,3E-03 1,61 3,5E-03 0,51 0,13

216 1,29 8,5E-03 2,04 0,0E+00 0,61 0,01 0,58
216 1,61 3,2E-03 1,68 8,8E-03 0,65 0,12

240 1,23 7,1E-03 2,04 0,0E+00 0,42 0,00




APENDICES

94

Tabela B11 - Resumo dos dados obtidos no experimento 7 e apresentados na figura 41. Células
aderidas foram quantificadas pelo métodologia do MTT na fase spinner, estimativa por Yxs na
fase fibra oca e células livres pela contagem em hemacitémetro. O pH foi medido com eletrodo

padréo.
Tempo Média do nimero de Desvio Namero de células livres

(h) células aderidas padrdo na suspensao pH

0 6,25E+06 0,0E+00 7,30

8 7,61E+06 0,0E+00 3,75E+05 7,33
24 8,35E+06 0,0E+00 7,42
48 1,24E+07 5,2E+05 7,44
72 1,86E+07 2,1E+05 7,38
96 2,56E+07 3,9E+05 7,32
120 3,34E+07 2,6E+04 7,26

Tabela B12 - Resumo dos dados obtidos no experimento 7 e apresentados na figura 42. Glicose
e lactato foram obtidos pela quantificacdo no bioanalisador YSI, arginina e glutamina por
CLAE e amoénia por eletrodo de ion seletivo (item 4. 12).

Tempo (h) Glicose DeS\{io Lactato DeS\{io Glutamina Arginina  Amonia
(mmol) padréo (mmol) padréo (mmol) (mmol) (mmol)
0 0,57 3,5E-03 0,14 3,5E-04 0,13 0,06
8 0,52 0,0E+00 0,17 7,1E-04 0,12 0,05 0,03
10 2,24 0,0E+00 0,55 2,8E-03
24 2,22 0,0E+00 0,64 1,4E-03 0,10
24 2,18 0,0E+00 0,63 1,4E-03
48 2,11 1,4E-02 0,82 2,8E-03 0,49 0,20
48 2,12 0,0E+00 0,82 0,0E+00
72 1,94 5,7E-03 1,10 1,4E-03 0,26
72 1,96 6,4E-03 1,12 7,1E-03
96 1,76 1,1E-02 1,42 5,7E-03 0,42 0,13
96 1,80 7,1E-04 1,45 2,1E-03
120 1,54 7,1E-04 1,88 1,4E-03 0,35 0,02






