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RESUMO

As células estromais mesenquimais (CEMs) estdo sendo visadas pela comunidade cientifica no
desenvolvimento e aprimoramento de técnicas terapéuticas em diferentes ramos da medicina. As
CEMs estdo presentes em pequenas concentragdes nos tecidos, 0 que torna necessario a sua expansao
in vitro para viabilizar pesquisas e a aplicabilidade terapéutica. Tratam-se de células com elevada
sensibilidade em relacdo as condicbes do ambiente de cultivo. Assim, para o aumento da
produtividade in vitro utiliza-se a tecnologia de biorreatores no desenvolvimento de processos com
objetivo de produzir altas densidades celulares em curto tempo, de forma econdémica e respeitando as
normas impostas pelos 6rgdos reguladores. O novo conceito de biorreator descartavel, como o do
biorreator com movimento induzido em forma de ondas, ou biorreator Wave, apresenta possibilidade
de operagdo em sistema fechado segundo as boas praticas de fabricacdo (BPF), controlado e
automatizado. O custo de investimento e operacdo reduzido, com menor risco de contaminacao, maior
nivel de biosseguranca, somado ao fato de utilizar uma tecnologia pouco explorada e ja aprovada pelo
FDA (Food and Drugs Administration) se transforma numa alternativa de bioprocessamento altamente
atrativa para cultivo de células animais em larga escala. Nesse contexto, o presente trabalho tem por
meta avaliar o desempenho do biorreator Wave 2/10 na expansdo das CEMSs. Para tal, foram
realizados experimentos visando caracterizar o comportamento do cultivo nesse biorreator a fim de
obter alta produtividade celular mantendo a potencialidade terapéutica das CEMs. Os experimentos
foram realizados com saco plastico (doravante Cellbag) de 2 L e microcarregador (MC) Cultispher-S
com 300 mL meio de cultivo a-MEM suplementado com glicose, glutamina e arginina e 15% v/v de
soro fetal bovino a 37°C e pH entre 6,9-7,4. Nos experimentos preliminares constatou-se que grande
parte das ceélulas inoculadas ndo aderiam aos microcarregadores. Comprovou-se que tal
comportamento se devia & baixa relacdo entre area de adesdo (Awc = érea total projetada dos
microcarregadores) e area de superficie molhada da Cellbag (Asmceinag) que na condicdo normal de
operacao resultava numa adesdo entre 25,7 e 61,7% das células inoculadas. Para melhorar a adesao
foram realizados experimentos reduzindo a Asmceiinag, 0 que possibilitou melhoria na adesdo celular em
até 100%. Na etapa de expansdo celular verificou-se baixo desempenho, presumive Imente vinculado a
problemas de operagdo como: segregacdo de microcarregadores em determinadas regides do biorreator
provocando o esgotamento de nutrientes, formacao de agregados de MCs colonizados com células e
adesdo dos MCs a Cellbag. Em adi¢do, notou-se que diminuindo a relagdo CEM/MC no inicio do
cultivo a expanséo celular podia ser aumentada para valores iguais ou maiores que 10. Ao todo, 0s
resultados mostraram que o biorreator Wawve possui bom potencial para a expansédo de CEMs e que o

mesmo ainda pode ser melhorado.

Palavras chave: células estromais mesenquimais; biorreator de ondas; Cellbag; biorreator de uso

unico, dispositivos descartaveis.
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ABSTRACT

Mesenchymal stromal cells (MSCs) are required by the scientific community in the development and
enhancement of therapeutic techniques in different fields of medicine. The MSCs are present in small
concentrations in tissues, which makes necessary the expansion in vitro for enable studies and
therapeutic applicability. These are cells with high sensitivity to environmental conditions of
cultivation. So, for increase productivity in vitro is used the technology of bioreactors in the
development of processes in order to produce high cell densities in less time, with reduce use of
resources and maintaining a safe operation. The new concepts of "disposable bioreactors”, as the
wave-induced motion bioreactor or Wave bioreactor, with possibility operating in a closed system,
controlled and automated, reduced investment cost and operation, less risk of contamination, higher
level biosecurity, added to the fact of being a underexplored technology and already approved by the
FDA (Food and Drugs Administration) becomes a highly attractive alternative bioprocessing for
cultivation of animal cells in large scale. In this context, the present work aims to develop a protocol
for cultivation of MSCs in the Wave Bioreactor System 2/10. Experiments were performed to
characterize the CEMSs's culture behavior in the Wave bioreactor to obtain high cell productivity while
maintaining the therapeutic potential of the CEMs. The experiments were carried out with 2 L Cellbag
and Cultispher-S microcarrier with 300 ml of a-MEM medium culture supplemented with glucose,
glutamine, and arginine and 15% v/v fetal bovine serum at 37 ° C and pH between 6,9-7,4. In the
preliminary experiments it was verified that most of the inoculated cells did not adhere to the
microcarriers. It was shown that such behavior is due to low relation between adhesion area (Ayc =
total projected area of the microcarriers) and wet surface area of Cellbag (Asmceiinag), Which in the
normal condition of operation results an adhesion between 25,7 and 61,7% of the inoculated cells. To
solve the problem were performed experiments reducing Aceinag Which enabled improvements in cell
adhesion by up to 100%. It was also found low performance of the cell expansion phase, presumably
linked to operational problems like: microcarriers segregation in certain regions of the bioreactor
causing depletion of nutrients, formation of aggregates of MCs colonized with cells and adhesion of
MCs to Cellbag. In addition, it was observed that reducing CEM/MC ratio at the start of the culture,
the cell expansion factor could be increased to values equal to or greater than 10. These results show
that the Wave bioreactor has good potential for expansion of MSCs and that the same can be

improved.

Keywords: mesenchymal stromal cells; wave-induced motion bioreactor; Cellbag; single use

bioreactor, disposable devices.
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ABREVIATURAS E SIGLAS
BPF: Boas Préaticas de Fabricagdo
CEMs: Células Estromais Mesenquimais
CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
FDA: Food and Drug Administration
GMP: Good Manufacturing Practice
HEPES: N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-acido etanosulfénico)
hMSC-GFP: Linhagem human Mesenchymal Stem Cells com expressdo da proteina verde
fluorescente (Green Fluorescent Protein)

hMSC-TERT: Linhagem human Mesenchymal Stem Cells imortalizada pela Telomerase

Reverse Transcriptase

HPLC: High-Performance Liquid Chromatography

hpMSC: human placental Mesenchymal Stem Cells

LATECC: Laboratdrio de Tecnologia de Cultivo Celular (DEQ - UFSCar)
MA: microesfera de alginato de célcio

MC: microcarregador

MTT: Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio

PBS: Solucdo Tampéo de fosfato (Phosphate Buffer Saline)

SFB: Soro Fetal Bovino

Sistema 2/10: Plataformas de operacdo do Biorreator Wave com capacidade de trabalho com
Cellbagsde2e 10 L

SUS: Sistema de Uso Unico
wt-hMSC: Linhagem primaria (wt - wild type) human Mesenchymal Stem Cells

o-MEM: Minimum Essential Medium
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SIMBOLOS
H: velocidade de crescimento celular

Awmc/Asmcelinag: relacéo entre area total projetada dos microcarregadores e area da superficie

molhada da Cellbag

Awc: area total projetada dos microcarregadores
arg: arginina

Asmcellnag: area da superficie molhada da Cellbag
B: largura da Cellbag

C: fator de correcdo considerando o modelo de Cellbag, angulo e velocidade de agitacdo da

plataforma e volume de operagéo
cel/mL: célula/mL

FE: Fator de expansao celular

glc: glicose

gin: glutamina

h: altura de liquido na Cellbag

k: velocidade de agitacdo da plataforma
lac: lactato

Ncet/Nmc: nimero de células/nimero de microcarregadores
NHs: amdnia

Remog: NUmero de Reynolds modificado
tq: Tempo de duplicacdo celular

V: volume de operacao

v: viscosidade cinematica
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vIV) e 24 mM de bicarbonato de sddio. Operado com adicdo de 30 mL de meio de cultivo

com 72 h (indicado por seta). A agitacdo da plataforma foi de 4 rpm e 2° nas primeiras 4
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Figura 32 - Experimento 7 - Cultivo da linhagem hMSC-TERT em meio de cultura a-
MEM suplementado com glicose, glutamina e arginina, antibiético (10% v/v), SFB (15%
viv) e 24 mM de bicarbonato de sodio. Operado com adicdo de meio de cultivo
concentrado com Anti-Clumping (3 vezes concentrado comparado ao meio inoculado)
com 29 h (seta vermelha). Adicdo de meio de cultivo ndo concentrado e sem Anti-
Clumping com 144 h (seta azul). A plataforma foi mantida durante todo o cultivo com
area de superficie molhada reduzida. A agitacdo da plataforma foi de 2 rpm e 2° nas

primeiras 8 h de operacdo, passando para 5 rpm e 5° e a0 maximo de 14 rpm e 8° ap0s 48

Figura 33 — Imagens de fluorescéncia dos microcarregadores obtidas por microscopia

otica no fim da fase de adesdo no Experimento 7. Magnificacdo de 100X. .......cccocveevvrerireeennnen.

Figura 34 — Imagens de fluorescéncia dos microcarregadores obtidas por microscopia

Otica com 48 h de operacdo no Experimento 7 (ap6s a adicdo de Anti-Clumping).
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Figura 38 — Imagens de fluorescéncia dos microcarregadores obtidas por microscopia
Otica no fim da fase de adesdo para: E1 (a), E2 (b), E3 (c), E4 (d), E5 (e), E6 (f) e E7 ().
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Figura 39 — Curva padrdo da analise de MTT — Experimento 1. Equacdo da reta y = ax +

b, (a = 2E6 e b = 24753), com coeficiente de correlacdo de 0,991. .......cccoevviieeeeiiiiee e

Figura 40 — Curva padrédo da analise de MTT — Experimento 2. Equacédo da reta 'y = ax +

b, (a = 2E6 e b = 19754), com coeficiente de correlacdo de 0,996. ........ccceevvveeeeiiiieeeiiciiiieeene

Figura 41 — Curva padrdo da analise de MTT — Experimentos 3 e 4. Equacdo da retay =

ax + b, (a = 2E6 e b = 32628), com coeficiente de correlagdo de 0,998. .........ccvvveviiiieeeiiiiennnn.

XVii

....... 77

....... 79

....... 80

....... 94

....... 94

....... 95



BIORREATOR WAVE COMO ALTERNATIVA PARA EXPANSAO DE CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS

Figura 42 — Curva padréo da analise de MTT — Experimento 5. Equacédo da reta y = ax +
b, (a = 2E6 e b = 45982), com coeficiente de correlacdo de 0,995..........ccocveveeiiiiieeeiiiee e 95

Figura 43 — Curva padrdo da anélise de MTT — Experimento 6. Equagéo da reta y = ax +
b, (a = 1E6 e b = 44141), com coeficiente de correlacdo de 0,997.........ccoovveeeeiiiiieeeiiiiee e 96

Figura 44 — Curva padrdo da analise de MTT — Experimento 7. Equacdo da retay = ax +
b, (a = 2E6 e b = 90752), com coeficiente de correlacdo de 0,995...........cocvvveeiiiiiieeiiiiie e 96

Xviii



BIORREATOR WAVE COMO ALTERNATIVA PARA EXPANSAO DE CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS

LISTADE TABELAS
Tabela 1 — Dados da relagdo entre area de adesdo e area de superficie molhada da Cellbag
para 0S eXPerimentos rEANIZATOS. .........cuvrieeiiiiee ettt e e e e e e s e e e s eare e e e enrreeeeea 52
Tabela 2 — Relagao dos experimentos realizados neste trabalho e condigdes de operagéo.................. 58

Tabela 3 — Resumo de condigdes utilizadas e resultados obtidos no conjunto de

experimentos realizados neste trabalno. .............eoeiiiiiii i 83

Tabela 4 — Experimento 1 - NUmero de células aderidas aos microcarregadores e células

LTI U ] 01=] 57 Lo T PRSPPI 97
Tabela 5 — Experimento 1 - Dados de glicose, glutamina, arginina, lactato e amonia. ....................... 97
Tabela 6 — Experimento 1 - Dados de velocidade e angulo de agitagdo da plataforma, pH
e porcentagem de CO, da atmosfera do meio de CURIVO ........cccoviiiiieiiiiiie e, 98
Tabela 7 — Experimento 2 - Numero de células aderidas aos microcarregadores e células
LTI U ] 1< ST o PP P PP PPPPP PP 98
Tabela 8 — Experimento 2 - Dados de glicose, glutamina, arginina, lactato e amonia. ....................... 98
Tabela 9 — Experimento 2 - Dados de velocidade e angulo de agitacao da plataforma, pH
e porcentagem de CO, da atmosfera do meio de CURIVO .........ccovieiiiiiiiiiiee e 99
Tabela 10 — Experimento 3 - Namero de células aderidas aos microcarregadores e células
LTI U ] 1= 57 Lo T PP 99
Tabela 11 — Experimento 3 - Dados de glicose, glutamina, arginina, lactato e aménia. ..................... 99
Tabela 12 — Experimento 3 - Dados de velocidade e angulo de agitagéo da plataforma, pH
e porcentagem de CO, da atmosfera do meio de CURIVO .........cceviivieeiiiiiie e 100
Tabela 13 — Experimento 4 - Numero de células aderidas aos microcarregadores e células
LTIV 01T 457 Lo O TR ROTRT TP 100
Tabela 14 — Experimento 4 - Dados de glicose, glutamina, arginina, lactato e aménia. ................... 100
Tabela 15 — Experimento 4 - Dados de velocidade e angulo de agitacdo da plataforma, pH
e porcentagem de CO, da atmosfera do meio de CURIVO .........ccovivieeeiiiiiiie e 101
Tabela 16 — Experimento 5 - Namero de células aderidas aos microcarregadores e células
LIRS =T 157 Lo PSSR 101
Tabela 17 — Experimento 5 - Dados de glicose, arginina, lactato e amonia............ccccceveeeivveeeennee. 101
Tabela 18 — Experimento 5 - Dados de velocidade e &ngulo de agitacéo da plataforma, pH
e porcentagem de CO, da atmosfera do meio de CURIVO .........ccoovivieiiiiiiie e 102
Tabela 19 — Experimento 6 - Numero de células aderidas aos microcarregadores e células
LT U 0= 57 Lo PRSP PP PTPPRPo 102

Tabela 20 — Experimento 6 - Dados de glicose, arginina, lactato e amonia.............cccceeeeevveeeeenee. 102
Xix



BIORREATOR WAVE COMO ALTERNATIVA PARA EXPANSAO DE CELULAS ESTROMAIS MESENQUIMAIS

Tabela 21 — Experimento 6 - Dados de velocidade e angulo de agitacédo da plataforma, pH

e porcentagem de CO, da atmosfera do meio de CURIVO .........ccccvveveiiiiiiee i 103

Tabela 22 — Experimento 7 - NUmero de células aderidas aos microcarregadores e células

LT U 0= 57 To PP PP PP PTPRPP TP 103
Tabela 23 — Experimento 7 - Dados de glicose, arginina, lactato € amonia. ............cccceeeeecvveeeennnnnne. 103

Tabela 24 — Experimento 7 - Dados de velocidade e angulo de agitacéo da plataforma, pH

e porcentagem de CO, da atmosfera do meio de CURIVO .........cccueeeeiiiiiiee i 104
Tabela 25 — Concentracdes de aminoacidos para 0 EXperimento 1. ........ccocovvveveeiiiiieeeccciiee e 105
Tabela 26 — Concentracdes de aminodcidos para 0 EXperimento 2. .........ccoveereeeneenieenieenensnens 106
Tabela 27 — Concentracdes de aminoacidos para 0 EXperimento 3. .......cccevcevevieeeiieeenieeesnieee e 107
Tabela 28 — Concentracdes de aminoacidos para 0 EXperimento 4. ........cccovcvevevveeniieesiiiensnieeesnnns 108
Tabela 29 — Concentracdes de aminoacidos para 0 EXperimento 5. ........cccoocvevierinieenniiee s 109
Tabela 30 — Concentracdes de aminoacidos para 0 EXperimento 6. ........ccccocovevveeeiieeeiinensiieeennne 110
Tabela 31 — Concentracdes de aminodcidos para 0 EXperimento 7. .......cceeovcveeeeiiiieeeecicieee e 111



1. INTRODUCAO

1. Introducéo

A busca para o tratamento de doencas que ainda ndo apresentam
procedimentos clinicos eficientes e com garantia de cura nas areas de cardiologia, neurologia
e imunologia, esta impulsionando a pesquisa cientifica com células estromais mesenquimais
(CEMs) (Malgieri et al, 2010). O nuamero de publicacbes que mencionam o0 termo
“mesenchymal stem cells” elevou perceptivelmente na tltima década (Shen, 2013), o que
evidencia o intenso interesse pelo desenvolvimento de novas técnicas de tratamento fazendo
uso das potencialidades das CEMs. Os primeiros estudos acerca da aplicacdo terapéutica das
células estromais ocorreram na década de 80 (Fuchs, 2012). A aplicacdo das CEMs para
tratamento de enfermidades nas areas clinicas citadas estd relacionada a sua capacidade de
auto-renovacao e de diferenciacdo in vitro em células especializadas (Fuchs, 2012) e ao
potencial de regeneracdo de tecidos afetados devido a caracteristica de diferenciacdo em
osteoblastos, condrécitos e adipdcitos (Plackek et al., 2009) e também a liberacdo de fatores
bioativos ao microambiente lesado (Caplan, A. 2007). Além disso, a aplicacdo de terapias
com CEMs ndo envolve limitacBes de carater ético, como no caso do emprego de células
embrionarias.

As CEMs sdo encontradas em diferentes tecidos, sendo a medula 6ssea a
principal fonte (Plackek et al., 2009), contudo, as CEMs sdo obtidas em quantidades infimas
(da Silva et al. 2003). Para cada 10° células aspiradas da medula 6ssea, entre 10 - 100 sdo
CEMs (Kasten et al., 2008). Assim, para obter-se as doses clinicas necessarias € preciso um
longo periodo de cultivo, acarretando em alto nimero de intervencGes de operadores e grande
demanda de recursos (dos Santos et al., 2013). Para que a pesquisa cientifica visando o
desenvolvimento de novas técnicas de tratamento envolvendo CEMs se desenvolva e a
aplicacdo terapéutica seja possivel, é necessario o aumento da producdo dessas células em

sistemas de cultivo seguros e eficientes.

As CEMs sdo células que para expandirem necessitam de uma superficie para
adesdo e sdo extremamente sensiveis as condicGes de cultivo. A propria CEM trata-se do
produto de interesse, assim deve haver cuidado com o processo de cultivo para que essa célula
ndo sofra alteracdes que tornem a aplicacéo terapéutica ndo confiavel. No desenvolvimento de
processos para aumento de escala de producdo, as sucessivas etapas de subcultura, por
exemplo, acarretam em danos as células, ou seja, as técnicas de cultivo devem priorizar a

maior densidade celular em menor nimero de subculturas possivel (Hewitt et al., 2011).
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Segundo dos Santos et al. (2013), os avancos na producdo de CEMs em larga escala através
de processos comaval de agéncias reguladoras estdo relacionados a aplicacdo de operac¢des de
cultivo em sistemas fechados com biorreatores descartaveis.

As células animais apresentam tempo de duplicagdo (tg) entre 15 e 25 h durante
a fase exponencial, o que torna o cultivo suscetivel a contamina¢do por outros organismos
como bactérias, que apresentam tempo de duplicacdo de cerca de 30 min (Butler, 2004).
Técnicas de assepsia devem ser empregadas durante todo o processo de cultivo celular, assim
como cuidado meticuloso durante a preparacdo do meio de cultura e esterilizagdo dos

materiais utilizados.

A aplicabilidade de um protocolo de cultivo em centros de estudo e pesquisa
depende da eficiéncia do processo, e que este seja reprodutivel e seguro. A utilizagdo de
biorreatores descartaveis pré-esterilizados com radiagdo y (Sistemas de Uso Unico - SUS,
Syngle use Systems) é uma vertente ja presente nos processos de cultivo de biofarmacos e
trata-se de uma nova expectativa para cultivo de células animais visando fins de pesquisa e
terapéuticos (Eibl etal., 2009). Os processos que aplicam biorreatores do modelo SUS néo
necessitam dos certificados de limpeza e esterilizacdo in situ (cleaning in place - CIP e
sterilization in place - SIP). Como ndo utilizam os processos tradicionais e demorados de
esterilizacdo com vapor, esses sistemas reduzem o tempo de processamento e facilitam a
aprovacdo de protocolos de cultivo pelas agéncias reguladoras. Para a inddstria de
bioprocessos, os dispositivos descartaveis trazem beneficios como flexibilidade da linha de
producdo, seguranca e reducdo do tempo de preparo dos equipamentos para a operacao
seguinte (Eibl et al.,, 2009). O aparato industrial empregando tecnologia de sistemas de uso
unico ndo requer linhas de tubulacdo de vapor e agua. Essas caracteristicas implicam na
reducdo do capital investido em até 40% comparado aos sistemas tradicionais (WEBER, et al.
2001). De acordo com trabalho apresentado por Rawlings; Pora (2009), os SUS possibilitam
economia de 50% no consumo de energia e reducdo do consumo de agua de 8 a 10 vezes
quando comparado aos biorreatores tradicionais.

O biorreator Wave é um exemplo desses novos modelos de biorreatores
descartaveis. Apresentado no fim da década de 90, trata-se de uma alternativa na tecnologia
de biorreatores para o cultivo de células de plantas e animais, viavel tanto para células com
crescimento em suspensdo como para celulas dependentes de ancoramento (Singh, 1999).
Contudo, com relacdo ao cultivo de células microbianas, a elevada demanda de oxigénio

requerida por essas células ndo é suprida pelo movimento de agitacdo (Brecht, 2009; Mikola
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et al, 2007). Nesse sentido, 0 modelo de agitacdo com ondas é aplicavel no caso de células
microbianas com baixa demanda por oxigénio, como o caso da linhagem E. coli anaerébia
facultativa cultivada em Cellbag de 120 L para fim terapéutico obtendo concentragdes
celulares de 7 x 102 - 1 x 10° cel/mL e concentragéo de produto entre 30 - 40 mg/L (Eibl et al.,
2009). Para cultivos com elevada densidade celular e consumo de oxigénio é necessario
elaborar modificagdes no layout da Cellbag, como acoplamento de sistema de aeracdo, (Eibl
etal,, 2009; Mikola et al., 2007).

O biorreator Wave é constituido por sistema com plataforma de operacdo que
induz movimento de ondas no fluido presente na Cellbag. A Cellbag trata-se de uma bolsa de
pléstico descartavel e pré-esterilizada onde as células sdo cultivadas. Apresenta portas de
conexdo que possibilitam a manipulacdo fora da camara de fluxo laminar. As informacdes na
literatura sobre o cultivo de CEMs no biorreator Wave sdo escassas (dos Santos et al., 2013),
sendo que trabalhos disponibilizados ndo fornecem informagdes detalhadas acerca de
procedimentos operacionais e problemas encontrados (Akerstrom, 2009; Timmins et al,
2012).

Nesse contexto, o desenvolvimento de processos de cultivo das CEMs no
biorreator Wave apresenta grande relevancia para a utilizacdo da Engenharia de Bioprocessos
na viabilizacdo de uso dessas células em aplicagdes inovadoras de terapia celular. Assim, o
presente trabalho propde a avaliagdo de um processo de cultivo utilizando a plataforma
tecnologica Wave com o intuito de verificar seu potencial na expansdo em larga escala

(aplicacdo emescala clinica) de CEMs com qualidade apropriada para uso clinico.
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2.  Revisao bibliografica

2.1. Células Estromais Mesenquimais (CEMS)

Com relacdo ao potencial de diferenciagdo em tipos celulares, as células podem
ser divididas em totipotentes, plutipotentes e multipotentes. As células do zigoto séo
consideradas totipotentes pelo potencial de formagdo de um individuo completo. As células
tronco embrionarias sdo células pluripotentes por apresentarem capacidade de diferenciacéo
em qualquer tipo celular. As células tronco adultas estdo presentes em tecidos e 6rgaos, séo
celulas indiferenciadas e com capacidade de diferenciacdo mais limitada comparada as células
tronco embrionérias (Butler, 2004). As células tronco adultas presentes na medula dssea sdo
divididas em dois grupos: células hematopoiéticas (células sanguineas) e células ndo
hematopoiéticas (Células Estromais Mesenquimais - CEMs).

As células estromais mesenquimais (CEMSs) sdo encontradas principalmente na
porcao aderente da medula dssea. Correspondem a porcdo ndo hematopoiética e encontram-se
associadas as células sanguineas. S@o células multipotentes com capacidade de auto-
renovacao e diferenciacdo em osteoblastos, condrécitos e adipocitos (Nirmalanandhan;
Sittampalam, 2009) (Figura 1). Trata-se de um tipo celular visado pela comunidade cientifica
por apresentar potencial de cultivo in vitro mantendo a capacidade de diferenciacdo (Arrieta;

Silberstein, 2011) e por ndo envolver questdes de carater ético.

Figura 1 — Processo simplificado de diferenciacéo das células estromais mesenquimais.

—» Isolamento |— Expansao

(5% ] N r D

/ 1 \ | auto-renovagao

| Diferenciacao I

Osteocito Condracito Adipécito
(osso) (cartilagem) (gordura)

Adaptado de Caplan e Bruderb (2001).

De modo geral, a dosagem terapéutica gira em torno de 1,4x10° células por kg

do paciente (Le Blanc, et al., 2008). Como poucas células sdo obtidas do doador, para ser
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possivel empregar as CEMs em estudos clinicos e em terapia celular é necessario aumentar a

producdo ex vivo (da Silva et al. 2003).

A capacidade de subcultura (passagem) das CEMs é dependente da idade do
doador. Em doadores jovens o potencial para subcultura gira em torno de 40 passagens,
enquanto para doadores com mais idade, esse nimero cai para cerca de 24 passagens
(Abdallah e Kassem, 2008). Deve-se ter atencdo com relagdo ao nimero de passagens, pois a
morfologia celular e caracteristicas funcionais sofrem alteracGes ao longo dos processos de
subcultura (Freshney, 1994).

As células animais apresentam ndmero limite de divisbes devido ao
encurtamento dos telémeros, capas de protecdo localizadas nas extremidades dos
cromossomos, apos cada divisdo mitética (Butler, 2004). Quando a capacidade de divisdo &
atingida, a célula entra em estado de senescéncia. Em estudos in vitro as células empregadas
sdo provenientes de linhagem primaria que passou por processo de imortalizacdo, passando a
ser linhagem continua e denominadas células imortalizadas por apresentarem potencial
infinito de subdivisdes. O processo de imortalizacdo é feito a partir da sobre-expressdo da

enzima telomerase que atua estendendo a capacidade de diviséo celular (Abdallah et al., 2005)

Ao final do processo de expansdo in vitro é necessario assegurar-se que as
CEMs continuam mantendo a potencialidade terapéutica e ndo sofreram mudancas em seus
marcadores de superficie. Segundo exposto por Dominici et al. (2006), utiliza-se trés critérios
para identificacdo das CEMs:
1. Ser aderente ao plastico em condicdes padréo de cultivo.
2. Apresentar diferenciacdo in vitro em osteoblastos, adipocitos e condrdcitos.
3. Apresentar resposta positiva e negativa para marcadores de superficie especificos.

Deve apresentar marcadores de superficie positivos: CD105, CD73 e CD90. E marcadores
negativos: CD45, CD34, CD14, CD11,, CD79,, CD19, HLA-DR (Ratajczak et al., 2008).

2.2. Cultivo de células animais in vitro

Apesar da evolugdo nas técnicas de cultivo de células in vitro, o ambiente ao
qual as células sdo expostas no cultivo ainda esta longe de representar o ambiente in vivo. As
interagdes célula - célula e célula - matriz extracelular, estrutura do citoesqueleto, assim como
a presenca de hormdnios e fatores de sinalizacao celular sofrem alteragcGes no cultivo in vitro,
0 que acaba por desregular o metabolismo celular e dificultar o controle do processo. Além

disso, as células animais ndo possuem parede celular, 0 que as tornam extremamente sensiveis
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aos estimulos mecanicos gerados no ambiente onde estdo expostas (Shuler e Kargi, 2010). A
Figura 2 expde de forma simplificada os fatores envolvidos no metabolismo celular. Dessa
forma, torna-se vital o controle das condigdes de cultivo para ter-se um processo eficiente.

Com o prop6sito de manter as caracteristicas das células in vitro mais
fidedignas ao ambiente in vivo e desenvolver um processo que favoreca o objetivo do cultivo
deve-se conhecer as necessidades especificas da célula em estudo e entdo fazer uso das
possibilidades de controle e manipulacdo dos parametros fisicos e quimicos do ambiente de
cultivo. Assim, compreender e controlar a proliferacdo e diferenciacdo do cultivo requer a
compreensdo de diversos fatores, tais como fatores cinéticos, constituicdo do meio de cultivo,
composicao da atmosfera de cultivo, interagdes célula-célula e célula-ambiente (Rodrigues et
al.,, 2011).

Nesse contexto, Hewitt et al. (2011) afirmam que para desenvolver estratégias
de processo com altos niveis de expansdo e controle de qualidade, o entendimento com

relacdo ao ambiente de cultivo deve ser o0 mais detalhado possivel.

Figura 2 — Resumo dos fatores relacionados ao metabolismo celular.

[
Slorstersonsi § or |

Adaptado de Eibl et al. (2009).

CELULA
> ANIMAL

2.2.1. Crescimento e metabolismo das células animais cultivadas in vitro

O cultivo de células animais apresenta fases caracteristicas, sendo elas a fase
lag, fase de crescimento exponencial e fase estacionaria seguida pela fase de declinio da
viabilidade celular (Freshney, 1994) (Figura 3). O periodo de fase lag corresponde a fase
inicial do cultivo e esta relacionado a concentracdo do indculo, cultivos inoculados com baixa
densidade no inéculo apresentam uma fase lag maior. Trata-se de um periodo de adaptacéo
das células as condi¢des de cultivo, sendo liberado pelas mesmas fatores de crescimento que
devem atingir um nivel minimo para que a fase de crescimento exponencial seja alcangada.
Durante a fase de crescimento exponencial as células estdo no maximo de sua capacidade
metabdlica, e apresentam a maior velocidade de crescimento. A fase estacionaria corresponde
ao periodo em que ndo ha aumento da densidade celular, relacionada as condicdes de cultivo,

como limitagcdo de nutrientes, elevacdo da concentracdo de metabdlitos toxicos e auséncia de
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area para expansdo, nesse periodo a velocidade de crescimento se iguala & velocidade de
morte celular. A fase de declinio corresponde ao periodo em que a viabilidade do cultivo

decali, estando relacionado aos processos de morte por necrose ou apoptose (Butler, 2004).

Figura 3 - Fases tipicas do cultivo de células animais.

1. Faselag

2. Fase exponencial
3. Fase de desaceleracao
4. Fase estacionaria

5. Fase de morte

Densldade de células

Tempo

As células animais cultivadas in vitro apresentam alteracfes significativas nas
funcGes metabdlicas devido a serem adaptadas a um ambiente diferente do encontrado in vivo.
O processo de imortalizagdo da linhagem também resulta em interferéncia direta nas vias
metabdlicas (Moraes et al., 2008).

A célula em cultivo in vitro consome fontes de carbono, nitrogénio e energia
em excesso, resultando em maior producdo de metabdlitos inibidores do crescimento celular
vinculados as vias de consumo dessas fontes (MORAES et al., 2008). Em geral, glicose
corresponde a principal fonte de carbono e energia as células e glutamina como fonte de
nitrogénio e também de carbono em caso auséncia de glicose. Lactato e amdnia sdo 0s
metabdlitos com maior potencial de inibicdo do cultivo por ter como acgdo principal alterar o
pH intracelular (Shuler e Kargi, 2010). Dentre as varias vias metabo6licas necessaria para o
crescimento e manutencdo celular, destaca-se as vias de consumo de glicose e consumo de

glutamina e o ciclo dos acidos tricarboxilicos (ciclo TCA).

De modo simplificado, a glicose é convertida em piruvato pela glicolise e
também empregada para sintese de biomassa através da via pentose-fosfato. O piruvato é

parcialmente convertido em CO; e agua pelo ciclo TCA, assim como também é convertido em
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acido latico e acidos graxos. A glutamina é em parte transformada em amdnio e glutamato, o
qual é convertido em outros aminoacidos empregados na biossintese. A outra por¢do da
glutamina consumida pela célula participa do ciclo TCA, fornecendo carbono para sintese de
aminoacidos, gerando também ATP, CO; e H,O (Shuler e Kargi, 2010). A Figura 4 apresenta
as relacGes entre as vias metabdlicas de consumo de glicose e glutamina e o ciclo TCA.

Figura 4 — Simplificacéo das vias metabolicas de consumo de glicose e glutamina e o ciclo dos acidos
tricarboxilicos. Legenda: 6-P-G = 6-P-gluconato; Gli-6P = glicose-6-fosfato; R-5P = ribose-5-fosfato;
GAP = gliceraldeido; DHAP = dihidroxiacetona; AcCoA = acetil-coenzima A; OAA = oxaloacetato;
aCG = a cetoglutarato.

Glutamina
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Adaptado de Shuler e Kargi (2010).

2.2.2. Fatores relacionados ao cultivo de células animais

2.2.2.1. Concentracdo de Oxigénio

Os principais componentes da atmosfera de cultivo sdo oxigénio e dioxido de
carbono (Freshney, 1994). Com relacdo ao teor de oxigénio aplicado, esse valor varia de
acordo com a origem da cultura de células e a densidade do cultivo. As células animais
consomem menos oxigénio que células de plantas e células microbianas. Em geral, células
animais requerem entre 0,06 e 0,2 x 10™*2 molO,/(h.célula) (Shuler e Kargi, 2010). Elevada
concentracdo de oxigénio no ambiente de cultivo pode promover a alteracdo de moléculas
intracelulares, como proteinas, lipideos e o material genético, o que inviabiliza o crescimento

celular, podendo provocar a morte da célula (Zeng e Bi, 2006). As CEMs por serem
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originarias do estroma da medula Gssea estdo expostas a baixa concentragdo de oxigénio,
entre 4 e 7% (GRANT e SMITH, 1963), o que torna aconselhavel o cultivo em condicbes de
hipoxia (Schop, 2010).

2.2.2.2. pH

Como hé liberagcdo no meio de cultivo de didxido de carbono metabdlito e
producdo de acido latico, torna-se necessario o controle do pH. Em geral, o pH aplicado no
cultivo de células animais é de 7,4, sendo que esse valor difere dependendo da linhagem
celular, com faixas entre 7,0 a 7,4 e 7,4 a 7,7 (Freshney, 1994). O acompanhamento da
variacdo do pH é usualmente realizado pela adicdo de vermelho de fenol ao meio de cultivo.
Esse componente faz com que o meio de cultivo apresente mudanca de coloracdo bem
definida para especificos valores de pH. Contudo, a adicdo de vermelho de fenol interfere nas

medidas de fluorescéncia e absorbancia.

A tensdo de dioxido de carbono na atmosfera atua no controle do pH do meio
de cultura (Freshney, 1994). Em meios com adicdo de bicarbonato de sédio, o equilibrio é
descrito pelas Reacbes 1 e 2. Com o aumento da concentracdo de CO; dissolvido no meio, 0
equilibrio da Reacdo 1 sera deslocado para a direita, elevando a acidez do meio. Contudo, o
aumento da concentracdo de bicarbonato ird deslocar o equilibrio da Reacéo 2 para a esquerda
até atingir o equilibrio em pH 7,4. A pressao parcial de CO, aplicada na atmosfera de cultivo
ird variar de acordo a concentracdo de agentes tamponantes adicionados ao meio de cultivo
(como bicarbonato e HEPES).

CO; + Hy0 «» H,CO3 «» H" + HCO3 Reagdo 1
NaHCO3z < Na’ + HCO3z Reacdo 2
Em situacGes de baixa concentracdo celular ou quando o cultivo encontra-se

em fase lag, a produgdo de didxido de carbono metabdlito pode ndo ser suficiente para manter

0 equilibrio em pH 7,4, sendo necessario um melhor controle no teor do CO, atmosférico.

2.2.2.3. Temperatura

A temperatura do ambiente de cultivo atua influenciando a taxa de crescimento
celular e o pH do meio, pela variacdo da solubilidade do diéxido de carbono. O valor ideal
varia de acordo com o ambiente in vivo de onde o cultivo é originado (Freshney, 1994), o
ambiente de cultivo mantido a 37°C é considerado a condi¢do 6tima no cultivo de células
animais (Butler, 2004).
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2.2.2.4. Osmolalidade

Em geral, a osmolalidade aplicada no ambiente de cultivo tende a ser proxima
a do ambiente original das células em trabalho. Para o cultivo de células humanas, por
exemplo, o valor de referéncia aplicado é o do plasma sanguineo (290 mOsm/L) (Waymouith,
1970). A adicdo de componentes ao meio de cultivo altera a osmolalidade original e requer
cuidados para ndo entrar em condigBes danosas as células. Niveis elevados de osmolalidade
(maiores que 400 mOsm/L) provocama queda da capacidade de formacdo de coldnias a partir
de uma Unica célula (plating efficiency), enquanto que baixos niveis podem reduzir a

velocidade de crescimento do cultivo (Butler, 2004).

2.2.2.5. Viscosidade

A viscosidade do meio de cultivo torna-se um importante fator no cultivo de
celulas em suspensdo, em especial em cultivos com baixo teor de soro sanguineo (Freshney,
1994). Nessas condices, as células estdo mais vulnerdveis ao estresse provocado pela
agitacdo do meio, e 0 aumento da viscosidade do liquido age como um pardmetro para

protecdo das células.

2.2.3. Meio de cultivo

O meio de cultivo a ser empregado deve apresentar constituicdo quimica tal
que possa suprir as demandas metabdlicas da célula, fornecendo os nutrientes necessarios para
as diversas rotas metabdlicas e para composicao estrutural (MORAES et al., 2008). Os meios
de cultivo comerciais apresentam na sua composicao, entre outros componentes, carboidratos,
aminoacidos, vitaminas, sais inorganicos, lipideos e minerais. A concentracdo desses
constituintes varia de acordo com o meio (MEM, EMEM, DMEM, entre outros). Conforme a
necessidade do cultivo faz-se a suplementacdo do meio com os componentes desejados, como
fonte de carboidrato, por exemplo. A suplementacdo com soro sanguineo adiciona a0 meio
um conjunto de substancias de grande importancia para protecdo e proliferacdo das células,
assim como fatores de adesdo, no caso de células dependentes de ancoramento. Adiciona-se
soro sanguineo na expansdo de CEMs em concentracfes de 10 a 20% v/iv (Jung, S. et al.
2012).

A concentragdo de aminoécidos empregada varia de 0,1 a 0,2 mM, sendo que o
aminoacido glutamina é adicionado entre 2 - 4 mM e glicose entre 10 - 25 mM. A
osmolalidade dos meios de cultivo é de aproximadamente 300 mOsm/L. Bicarbonato é

adicionado a fim de manter o pH do meio entre 6,9 e 7,4 quando em atmosfera entre 5 a 10%
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de CO». O sistema bicarbonato-CO- apresenta a desvantagem de permitir que 0 meio se torne
rapidamente alcalino quando retirado da incubadora. Para evitar esses problemas e também
possibilitar o cultivo em atmosfera sem controle da concentracdo de CO, adiciona-se HEPES
em concentracbes de 10 a 20 mM. Para um controle visual do pH do meio de cultivo,
adiciona-se vermelho de fenol (Butler, 2004).

A presenca de componentes de origem animal eleva o risco com relagdo a
seguranca do produto final. Apesar da grande influéncia no melhor desempenho do cultivo, o
emprego de soro sanguineo esta sendo evitado por este ndo apresentar formulacdo quimica
bem definida, por ter variacdes entre lotes e ser uma potencial fonte de introducdo de agentes
adventicios, virus, prions e também pela introducdo de proteinas ndo especificadas, o que
eleva a complexidade da etapa de purificagdo do produto (Shahdadfar, A. et al., 2005; Moraes
et al, 2008) . Tais fatos estdo levando a normas mais rigidas para aprovacdo de processos
pelas agéncias reguladoras e a consequente busca por parte de instituicGes de pesquisa pela
gradativa reducdo e extincdo do emprego de soro sanguineo no processo de cultivo.

Os meios livres de soro sanguineo apresentam na formulacdo substituintes de
fatores de adesdo, reguladores de crescimento e diferenciagdo, assim como hormonios
(Freshney, 1994). A formulacdo é feita com compostos de alta purificagdo e composicao
conhecida, o que facilita a aprovacdo do processo pelas agéncias reguladoras, porém encarece
0 custo de producdo (MORAES et al., 2008). Contudo, ndo é simples a adocdo de meio de
cultivo livre de soro. Torna-se necessario uma andlise mais detalhada dos requerimentos
metabdlitos da célula, como também técnicas de cultivo com assepsia mais acurada e maiores

cuidados com relacéo ao estresse das condi¢cGes do ambiente sobre as células.
2.2.4. Estruturas de adeséo para cultivo de células de pendentes de ancorame nto

2.2.4.1. Microcarregadores

O cultivo de células aderentes em microcarregadores (MCs) foi iniciado em
torno de 1960. A elevada relagdo entre area superficial e volume do cultivo empregando
microcarregadores permite obter maiores densidades celulares com menor uso de materiais de
trabalho (Lubiniecki, 1990). Apresentam, em geral, forma esférica. O material com que o
microcarregador é construido tem por objetivo propiciar melhor adeséo e proliferacéo celular.
Dentre os materiais empregados estdo a celulose, dextrana, vidro, colageno, gelatina. De
acordo com a porosidade da matéria-prima base, os microcarregadores sao classificados em

microporosos ou macroporosos (MORAES et al., 2008).
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E desejavel que a densidade do microcarregador seja pouco maior que a
densidade do meio de cultivo, para que ndo seja necessario empregar altas velocidades de
agitacdo a fim de manter os microcarregadores em suspensdo, 0 que pode causar a desadeséo
das células (Lubiniecki, 1990). O contato entre microcarregadores pode resultar em danos as
células aderidas na superficie externa. Assim, o emprego de microcarregadores macroporosos
torna-se mais eficiente, porém ha maior dificuldade em garantir ambiente homogéneo no
interior dos poros (Shuler e Kargi, 2010). O crescimento no interior dos poros permite a
proliferacdo das células em forma tridimensional, possibilitando melhor sinalizacdo celular
pela expressao de fatores de crescimento (MORAES et al., 2008).

Os microcarregadores microporosos com diametro entre 100 - 500 pum séo
tradicionalmente utilizados para cultura em suspensdao. Os microcarregadores macroporosos,
com diametros maiores, sdo empregados quando € necessario elevada velocidade de
sedimentacdo, como nos biorreatores de leito fluidizado e leito fixo. Nos biorreatores de leito
fluidizado o didmetro dos MCs varia entre 0,6 - 1 mm e nos biorreatores de leito fixo o

didmetro dos MCs é na faixa de 3 - 5 mm para evitar o0 entupimento dos canais entre MCs.

Concentragdo inicial do indculo no cultivo com microcarregadores

Para garantir alto fator de expansdo celular e menor tempo em fase lag, a
concentragdo inicial do indculo deve estar na faixa entre 10* a 10° células/mL (Lubiniecki,
1990; Butler, 2004). A concentracdo usual de microcarregadores no inicio da operagdo varia
de 1 & 3 gMC/L. A inoculagdo com altas concentragdes de microcarregadores requer altas
densidades celulares, dificultando o processo de agitagdo para manutencdo de um ambiente
homogéneo (Butler, 2004).

A razdo entre 0 nimero de células inoculadas e o nimero de microcarregadores
varia entre 2:1 a 30:1. Altas concentracdes de microcarregadores exigem altas concentracfes
celulares a serem inoculadas, o que impossibilita o cultivo em batelada, ja que é necessario
realizar adicdo de meio de cultivo ao sistema. Para garantir que o encontro entre a célula e o
microcarregador ocorra a fim de possibilitar uma adesdo eficiente, recomenda-se que o
volume inicial de trabalho corresponda a um terco do volume final. Também recomenda-se,
para cultivo de pequena e média escala, que durante a fase de adesdo o cultivo seja mantido
na maior parte do tempo em modo estatico, com periodos de agitacdo intermitente. Os
microcarregadores devem ser inoculados antes das células para que os mesmos absorvam

proteinas presentes no meio de cultivo a fim de facilitar a adesdo (Lubiniecki, 1990).
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Na inoculacdo deve-se garantir que cada microcarregador ird receber ao menos
uma célula viavel a fim de possibilitar a colonizacdo de toda a area adicionada e reduzir o
nimero de microcarregadores ndo colonizados adequadamente. A razdo célula-
microcarregador critica para a maioria das linhagens celulares € de 7, 0 que garante menos de

5% de microcarregadores ndo colonizados (Butler, 2004).

2.2.4.2. Estruturas 3D (Scaffolds)

Os suportes 3D ou scaffolds proporcionam ambiente de cultivo que possibilita
uma organizagéo celular mais semelhante ao ambiente in vivo. O monitoramento com relacéo
a formacdo e ao didmetro de agregados deve ser eficiente para evitar a queda da viabilidade
(dos Santos et al., 2013). Aprimorar esse modelo de estruturas é a chave para alavancar os
estudos na area de engenharia de tecidos. As interacdes célula-célula e célula-matriz
extracelular tornam-se mais realistas, resultando em uma configuracdo e metabolismo celular

préximos a do tecido de origeme reduzindo as chances de imunorrejeicéo (Serra et al., 2010).

2.3.  Microesferas de Alginato de Calcio (MA)

As microesferas de alginato de célcio sdo produzidas pelo gotejamento de
solucdo de alginato de sddio em uma solucéo de cloreto de calcio. As MA sdo biocompativeis,
0 que viabiliza a aplicagdo no cultivo de células. As MA tem sido estudadas para aplicacao
em procedimentos de encapsulamento de células para reduzir o problema da formacdo de
aglomerados (Schaffer et al., 2012) e para encapsulamento de medicamentos que devem ser
liberados no organismo de forma gradual (Khandai et al, 2012). Deve-se ter cuidado ao
aplicar em culturas onde as células produzem acidos organicos, como lactato, e quando ha
presenca de ions fosfato ou agentes tamponantes que podem competir com o calcio da ligacdo
calcio-alginato (Eibl et al., 2009).

Estudos realizados no LATECC demonstraram que as CEMs ndo aderem as
microesferas de alginato de calcio e que ndo ocorre interferéncia das MA com o0s
microcarregadores Cultispher-S (Mendonga, 2013; Luna, 2014). A aplicacdo das MA como
alternativa para retardar a formagdo de aglomerados de MCs se mostrou eficiente quando
utilizado 50% de particulas de MA em relacdo ao nimero de particulas de MC inoculados
(Mendonga, 2013).
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2.4. Tecnologias empregadas paraexpansao de células animais in vitro

As informacdes a respeito do comportamento metabolico do cultivo,
juntamente com a possibilidade de controle de parametros fisicos e quimicos inseridos no
meio permitem aplicar e aperfeicoar técnicas existentes, assim como elaborar processos
diferenciados. A composi¢do do meio de cultivo e regimes de operacdo constituem a base
para o desenvolvimento de processos, aos quais se deve fazer aprimoramentos para chegar-se

em um nivel de operacdo segura, com aplicabilidade e viabilidade econdmica.

Biorreatores

Durante o processo, monitorar 0 consumo de nutrientes e producdo de
metabdlitos toxicos permite o desenvolvimento de modelo correlacionando o consumo com
producdo e crescimento, com dados de viabilidade do cultivo. Para o desenvolvimento efetivo
do processo torna-se necessario reconhecer os parametros chave de cultivo e estabelecer a
melhor forma de realizar o controle do processo (Rodrigues et al., 2011).

Lim et al. (2007) expbe que a proliferacdo e diferenciacdo do cultivo esta em
funcdo da manipulacdo de principais parametros do processo, que sdo o controle do ambiente
fisico-quimico, concentracdo de nutrientes e metabolitos e presenca de fatores de crescimento.
Nesse contexto, de acordo com Shuler e Kargi (2010), os biorreatores destinados ao cultivo de

celulas animais devem apresentar caracteristicas tais que possibilitem:

e Adequada aeracdo e agitacdo sem causar danos a estrutura celular.

e Sistema eficiente de controle de parametros de cultivo e manutencdo de
ambiente homogéneo.

e Sistema eficiente na capacidade de remogéo de substancias toxicas juntamente
com potencial de elevada concentragéo do produto desejado.

e No cultivo de células dependentes de ancoramento, o biorreator deve ser capaz
de operar de forma eficiente com o sistema de adesdo (microcarregadores,
scaffolds), mantendo a capacidade de controle e o ambiente de cultivo
homogéneo em todos os pontos (interior das estruturas de adeséo).

Estudos acerca do cultivo de CEMs em biorreatores apresentam técnicas
relacionadas ao processo de adesdo aos microcarregadores, reducdo do uso de soro,
estratégias de alimentacdo visando reduzir o tempo de cultivo e elevar o fator de expansdo
(Eibes et al., 2010; Hewitt et al, 2011). Com relacdo as estratégias de alimentacéo,

determinados modelos de biorreatores permitem aplicar diferentes regimes de operacdo O
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estudo da melhor forma de introduzir nutrientes no ambiente de cultivo assim como retirar o
meio saturado (incluindo células, metabdlitos toxicos e fatores de sinalizacdo celular)

possibilita tornar o cultivo mais eficiente, aprimorando o metabolismo celular (Serra et al.,
2010).

Na literatura tem-se registrado para as CEMs, cultivadas com MC CultispherS
com troca de 25 % do meio, valores de expanséo celular entre 8 e 14 vezes (Eibes, 2010; dos
Santos, 2011). Nas pesquisas realizadas no LATECC, em biorreator spinner com volume de
cultivo de 50 mL e operado com troca de 50% do meio a partir de 48 h de cultivo tem-se
registrado expansdo das CEMs de 13 vezes com 11 dias de cultivo em meio a-MEM
suplementado com 15% v/v de SFB (Luna, 2014).

A Figura 5 apresenta de forma geral o intervalo de densidade celular obtido
dado modelo de biorreator e modo de operacdo empregado. Para obter densidade celular
elevada é necessario aplicacdo de sistemas de operacdo mais complexos. Os principais

biorreatores para cultivo de células animais estdo listados a seguir.

Figura 5 — Intervalos de concentragéo celular de acordo com modelo de biorreator e modo de operagéo

para cultivo de células animais.

~ Complexidade do Sistema

Concentragao Operagaoem Operagdaoem Operagdaoem
de inéculo batelada perfusao biorreator de
biorreator tipo fibras ocas

tanque agitado

Adaptado de MORAES et al. (2008).
1. Biorreator spinner e biorreator tipo tanque agitado

O biorreator spinner (Figura 6-Al) trata-se de um modelo de biorreator tipo
tanque agitado para aplicacdo em escala de bancada. O modelo tipo tanque agitado (Figura 6-
A2) apresenta design simples, com sistema operagdo e amostragem acessiveis (Rodrigues et
al., 2011). Esse modelo de biorreator pode ser operado em diferentes regimes de alimentacao.
Em geral, a oxigenacdo é realizada através do borbulhamento de gas na parte inferior do
tanque. O volume destinado ao meio de cultivo corresponde entre 70 a 80% do volume do
biorreator (Eibl et al, 2009). Existem reatores com volume de trabalho de 20.000 L
(MORAES et al., 2008). Contudo, quando maior a escala de trabalho, os processos de
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agitacdo e aeragcdo tornam-se mais complicados, assim como a garantia de assepsia do

processo.

Os biorreatores de tanque agitado para cultivo de células animais possuem
alteracdes que visam reduzir o estresse mecanico imposto as células. O diametro dos
turbilhGes gerados pelo sistema de agitacdo deve ser maior que o diametro celular para evitar
danos a membrana plasmatica. As células com maiores riscos a danos sdo as que ficam
localizadas proximas as paredes do biorreator e na interface liquido-gas, nesse caso, devido ao
rompimento de bolhas de ar. A exposicdo continua das células a um ambiente com estresse
mecénico moderado, que ndo cause morte imediata por necrose, pode levar a modificacdes na
fisiologia que induzam morte por apoptose (Shuler e Kargi, 2010).

2. Biorreator de parede rotativa

Os biorreatores de parede rotativa (Figura 6-B) sdo girados ao longo do eixo
axial. As células aderem as paredes do biorreator, estando expostas ao meio de cultivo por
25% do tempo, e no restante do tempo estdo em contato direto com a fase gasosa (Shuler e
Kargi, 2010). O modelo do biorreator apresenta design simples e de facil operacédo, possibilita
minimizar gradientes de concentracdo, porém ndo de forma totalmente eficiente (Rodrigues et
al.,, 2011).

3. Biorreator de leito fixo e leito fluidizado

Nos biorreatores de leito fixo (Figura 6-C1) as células encontram-se aderidas a
um leito de microcarregadores ou outras formas de suporte (scaffolds). O meio de cultivo
previamente aerado passa por entre o leito fornecendo as células os componentes de interesse.
Nesse modelo, deve-se ter atengdo ao tamanho de leito, para que a concentragdo de oxigénio
dissolvido néo atinja niveis criticos na regido da saida (MORAES et al., 2008). Segundo Eibl
et al. (2009), as caracteristicas do biorreator de leito fixo apresentam potencial de aplicacdo
para a area de engenharia de tecidos. Nos biorreatores de leito fluidizado (Figura 6-C2), as
células sdo aderidas em microcarregadores em suspensdo pela circulagdo do meio de cultivo

aerado em regido fora da zona de fluidizacdo (MORAES et al., 2008).

4. Biorreator de fibras ocas

A aplicacdo da técnica de crescimento de células no exterior de microfibras de
plastico foi desenvolvida por Knazek et al. (1972). O biorreator de fibras ocas é constituido
por um cartucho de membranas semipermeaveis (fibras ocas) (Figura 6-D). As fibras

apresentam porosidade tal que permite, devido aos gradientes de concentracdo, 0
36



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

fornecimento de nutrientes e oxigenacdo as células, assim como a retirada de metabolitos
toxicos, possibilitando o crescimento das células entre as fibras (MORAES et al., 2008). O
monitoramento e controle ndo sdo simples (Rodrigues et al., 2011). O design desse modelo de
biorreator deve garantir que ndo ocorra limitagcdo por transferéncia de massa dos nutrientes e
metabolitos quando o processo atinge alta densidade celular, o que resulta na queda da
viabilidade do cultivo (Eibl et al., 2009).

Figura 6 — Modelos de biorreatores aplicados no cultivo de células animais. Al - spinner, A2 - tanque
agitado, B - parede rotativa, C1 - leito fixo, C2 - leito fluidizado, D - fibras ocas. Dimens6es sem

correspondéncia com a dimenséo original.

Fonte: Bleckwenn e Shiloach, 2004.
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5. Biorreator de ondas — Sistema de Uso Unico

Os primeiros sistemas de cultivo aplicando o movimento de ondas foram
desenvolvidos em 1990 (Eibl et al., 2010). O primeiro biorreator baseado no movimento de
ondas desenvolvido pela General Eletric foi apresentado no ano de 1996 (Singh, 2005) e a
aplicacdo comercial, a qual estd relacionada ao desenvolvimento técnico e automatizacao,
iniciou por volta do ano 2000 (Eible Eibl, 2009).

O biorreator com movimento induzido de ondas ou biorreator Wave (Wave
Bioreactor'™ - GE Healthcare Life Sciences) trata-se de um Sistema de Uso Unico (SUS),
formado por duas partes principais, a plataforma de operacéo e a Cellbag™ (Figura 7). As
particularidades do biorreator Wave estdo relacionadas ao movimento de ondas gerado pela

plataforma onde é fixada a Cellbag e por esta ser descartavel.

A Cellbag trata-se do compartimento empregado para o cultivo. Fabricada com
material biocompativel e inerte (Polietileno de baixa densidade/Etileno Vinil Acetato),
aprovado pela FDA, e previamente esterilizada por radiacdo gama (Singh, 1999). Por ser de
uso Unico e pré-validada elimina a necessidade de validagdo do processo de esterilizacdo do
biorreator, reduzindo custos e tempo para iniciar o processo de producdo, além do reduzido
potencial de contaminagdo. Existem Cellbags de diferentes capacidades, facilitando o scale-up
do processo. Dado uma capacidade de trabalho da Cellbag, a capacidade méxima para 0 meio
de cultivo corresponde a 50% desse volume. O biorreator Wave possui sensores para
monitoramento do pH, temperatura e oxigénio dissolvido na Cellbag.

O sistema de operacdo é automatizado. A intensidade do movimento de ondas
aplicado pela plataforma é facilmente controlada atraves da escolha da velocidade de agitacdo
e do angulo de inclinacdo da plataforma. Do mesmo modo, ¢é a plataforma a responsavel pela
manutencdo da Cellbag na temperatura desejada. Também tem-se controle da composi¢édo da
atmosfera do cultivo através da regulacdo da velocidade de injecdo de CO2, N, ar e O, e da

escolha do setpoint desejado para o percentual requerido desses gases na Cellbag.
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Figura 7 — Biorreator Wave™ — Sistema 2/10. Plataforma de operacdo com modulo de perfuséo e
Cellbag™ (A); modulo de controle Wavepod™ 11 Integrated Controller (B).

Fonte : GE Healthcare Life Sciences - ReadToProcess™.

A esterilidade do ar que entra na Cellbag é garantida através de um filtro com
0,2 um (Singh, 1999). Trata-se de um sistema fechado, que ndo precisa ser manipulado em
camara de fluxo laminar para retirada de amostras. A Cellbag possui porta de conexdo auto-
selada que mantém o contetdo isolado do meio externo (Akerstrom, 2009). Contudo, 0
sistema de amostragem ndo é de facil manipulacdo, quando comparado a outros modelos de
biorreator (Akerstrom, 2009; Rodrigues et al., 2011).

E possivel operar o sistema em diferentes regimes de alimentagdo. A
plataforma do biorreator Wave pode ser acoplada a um mddulo de perfusdo, para controle da
injecéo e saida de fluido (Eibl e Eibl, 2009). Para essa operacdo deve-se utilizar uma Cellbag
especial, a qual possui um filtro acoplado para retengdo das células. O filtro flutua no meio e
move-se juntamente com a Cellbag. O sistema de filtracdo interno a Cellbag mostrou-se
eficiente para volumes de trabalho de até 100 L (Eible Eibl, 2009).

Através do movimento de ondas imposto ao fluido, o qual possibilita aumentar
a area da interface liquido-ar, que ocorre a transferéncia de oxigénio para o meio liquido. Para
Cellbag de 2 L operando com 100 mL, os valores de ki a sdo da ordem de 1,6 h* e para
Cellbag de 20 L operando com 10 L, os valores de k a sdo da ordemde 4,0 h* (Singh, 1999).

O movimento de ondas induzido pela plataforma ndo provoca danos as células
ja que ndo ha formacdo de bolhas ou choques com impelidor, por exemplo, e facilita a
altern@ncia entre as camadas de fluido, o que eleva o potencial de mistura (MORAES et al.,
2008). O tempo de mistura para que o fluido atinja homogeneidade varia entre 5 e 10 s em
Cellbag de 20 L operando com 10 L e 60 s em Cellbag de 200 L operando com 100 L (Singh,

1999).
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Regime de agitagédo e Poténcia

Para descrever a fluidodindmica do biorreator Wave utiliza-se o namero de
Reynolds modificado (Remod), 0 qual leva em consideracdo as caracteristicas da Cellbag
(dimensdes e altura de liquido) e um fator de correcdo para descrever a influéncia do volume
de operacéo e agitacdo da plataforma (Equacdo 1) (Eibl e Eibl, 2009). Os autores apresentam,
de acordo com a Equacéo 1 e analise visual, para Cellbag de 2L, regime laminar para Remoq
menor que 200 e regime de transicdo para Remoq entre 200 e 600.

Vxkx4XxC

vx(2xh+B) Equagao 1

Remod =

Onde: V: volume de operacdo; k: velocidade de agitagcdo da plataforma; C: fator de correcéo
considerando o modelo de Cellbag, angulo e velocidade de agitacdo da plataforma e volume

de operacdo; v: viscosidade cinematica; h: altura de liquido na Cellbag; B: largura da Cellbag.

Eibl e Eibl (2009) descrevem para Cellbag de 2L, com agitagdo de 18 rpm e
angulo de 8°, valores de Reynolds modificado de aproximadamente 250 (10% do volume de
operagdo), 650 (30% do volume de operacéo) e 800 (50% do volume de operacéo) (Figura 8).

A poténcia especifica (P/V) introduzida no fluido é obtida através do trabalho
necessario para realizar o movimento da plataforma dado o éangulo de agitacdo e
determinando o ponto de gravidade da Cellbag e a area superficial do fluido (Eibl e
Eibl, 2009). Os autores descrevem valores de poténcia especifica para Cellbag de 2L entre
100 e 150 W/m?® operando entre os angulos de 7° de 10°, com 10% do volume de operacdo e
agitacdo de 9 rpm e menores que 100 W/m® operando nas mesmas condicdes e agitagdo de
6 rpm (Figura 9).

Considerando as condicdes empregadas nos Experimentos 1 a 4 e os dados
apresentados por Eibl e Eibl (2009), com 30% do volume de operacgdo, e agitacdo maxima de
10 rpm e 5°, o regime mantido na Cellbag é laminar (Remoq = 600 para 30% do volume de
operagdo com agitacdo de 18 rpm e angulo de 8°) e a poténcia maxima inserida ndo excede
100 W/m®, nivel aceitavel para o cultivo de células animais, tendo como valor méaximo
aconselhavel de 111 W/m® no cultivo de células animais (Eibl e Eibl, 2008). Nos
Experimentos 5, 6 e 7, devido a operagdo com a Cellbag em posicao reduzida, a aplicacéo das
relaces apresentadas nas Figuras 8 e 9 ndo e valida devido a alteragdo na geometria da
Cellbag.
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Figura 8 — A: Zonas de transicdo do regime laminar para o regime turbulento para Cellbags com
diferentes capacidades. B: Valores de Re,q em relacdo ao volume operacional para Cellbags com
diferentes capacidades operando com velocidade de agitacdo de 18 rpm e angulo de inclinagédo de 8°
(Vmaximo - VOlume operacional maximo).
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Adaptado de Eibl e Eibl (2009).
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Figura 9 — Poténcia especifica inserida de acordo com a velocidade de agitacdo plataforma para

Cellbag de 2 L operando com 0,2 e 1 L com angulo de inclinacdo da plataforma de 7 e 10°.

600

A 1L-7 [J1iL-10°

200 A 02L-77 o02L-10°

Poténcia especifica (W.m3)

6 9 12 15 18 21 24 27 30
Velocidade de agita¢do (rpm)

Adaptado de Eibl e Eibl (2009).

2.5. Aplicagdo do biorreator Wave no cultivo de células dependentes de

ancoramento

O biorreator Wave foi apresentado por Singh (1999) como uma alternativa na
tecnologia de biorreatores para o cultivo de células de plantas, insetos e animais, viavel tanto
para células com crescimento em suspensdo como para células dependentes de ancoramento.

Existem trabalhos acerca da operagdo do Wave com células aderentes (Genzel
et al. 2006; Hundt et al., 2007), porém, as pesquisas mais detalhadas foram realizadas em
centros de pesquisa financiados pela GE Healthcare Department of Cell Technologies. Tais
estudos demonstram processos de adesdo das células aos microcarregadores realizados dentro
ou fora da Cellbag, movimento empregado a plataforma durante as fases de cultivo, relacdo
entre volume de trabalho e velocidade de agitacdo e angulo, assim como estudos sobre a
eficiéncia do processo com meios contendo menor teor de soro para diferentes regimes de
movimento da plataforma (Pauler e Annerén, 2008; GE Healthcare, 2010). Assim, € preciso
ter critérios no levantamento de informagdes para ndo haver conclusdes equivocadas com
base em publicacdes que possam ter por meta a promocao do proprio equipamento (Eibl et al.,
2009).
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Destacam-se resultados como o cultivo conduzido com menor intervencao e
uso de material, relatando a relacdo del Cellbag para 80 frascos T e emprego de menos de
40% do volume de meio necessario no cultivo tradicional (Pauler e Annerén, 2008). Com
relagdo aos estudos com meio com menor teor de soro e agitacdo da plataforma, em meio
isento de soro a agitacdo intermitente (2 min com 16 rpm e 5° e apds mantido em repouso por
18 min) propiciou melhor adesdo célula-microcarregador comparada a agitacdo continua
(mantido com 12 rpm e 5,5°). Em se tratando da agitacdo da plataforma, velocidade superior a
8 rpm propicia o processo de desadesdo célula-microcarregador. Acerca do volume de
trabalho recomendado para a Cellbag, com menos de 20% do volume recomendado constata-
se que os microcarregadores aderem a Cellbag e com mais de 80% o ambiente de cultivo

torna-se ndo homogéneo (GE Healthcare, 2010).

Com relacdo ao cultivo de CEMs no sistema 2/10, Akerstrom (2009) estudou a
proliferacdo de wt-hMSC e hMSC-GFP com processo de adicdo de microcarregadores e
Timmins et al. (2012) ndo obtiveram crescimento no cultivo de células hpMSC no sistema
2/10 para atmosfera com 5% CO, e ar e tal desempenho independe se a fase de adesdo €
realizada dentro ou fora da Cellbag, contudo, verificaram que o cultivo torna-se efetivo em

atmosfera mantida com 5% O» e 5% CO..

2.6. ConsideracGes a respeito da revisao bibliogréafica

Realizando uma analise da literatura a respeito do cultivo de células animais
em biorreatores e da demanda por processos de cultivo de CEMs com maior produtividade,
seguranca e reprodutibilidade, o biorreator Wave surge como uma nova opc¢ao de processo
ainda desconhecida e pouco explorada. O objetivo central deste trabalho, em avaliar o
funcionamento do biorreator Wave, apresenta como alvo especifico a utilizacdo de novas
tecnologias para producdo de CEMs e esta em plena sintonia com a necessidade de
desenvolvimento de bioprocessos com biorreatores inovadores e de uso Unico, como o Wave.
Tais tecnologias de uso Unico sdo o alvo da industria mundial de biofarmacos, ja que séo
equipamentos com potencial para producdo de grande variedade de produtos para terapia
celular e medicina regenerativa. Como integrante de uma nova geracdo de biorreatores, o
biorreator Wave mostra potencial para ser utilizado em processos de cultivo de CEMs mais
eficientes e econdmicos, porém, essa hipOtese precisa ser verificada através de estudos

praticos que demonstrem sua validade.
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3.  Objetivos

3.1. Objetivo gera

O presente trabalho tem como objetivo estudar o potencial do biorreator Wave
para ser utilizado na expansdo em larga escala laboratorial de CEMs com alta produtividade e
com preservacdo de seu potencial de diferenciacdo em linhagens especificas visando a

obtencdo de um produto para ser utilizado em aplicacdes terapéuticas.

3.2. Objetivos especificos

a. Identificar as dificuldades técnicas mais relevantes do cultivo de CEMs
no biorreator Wave que poderdo surgir em funcdo das peculiaridades bioldgicas dessas
células, tais como dependéncia de ancoramento, tendéncia a formagdo de agregados e
sensibilidade as forcas hidrodinamicas.

b. Resolver as dificuldades acima mencionadas tendo como alvo
prioritdrio um processo de cultivo de alta produtividade, em conformidade com as boas
praticas de manufatura e que seja capaz de produzir CEMs viaveis e com qualidade

terapéutica.
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4. Material e Métodos

1. Preservacdo das CEMs

Nos estudos realizados empregou-se linhagem de CEMs proveniente da medula dssea
(hMSC-TERT) cedida pelo Centro Regional de Hemoterapia de Ribeirdo Preto
(Faculdade de Medicina - Universidade de S&o Paulo - Campus de Ribeirdo Preto).

As CEMs sdo células ancorantes, que necessitam de uma superficie para crescimento e
sdo sensiveis as condicBes de cultivo. A linhagem utilizada foi imortalizada pela
expressdo da proteina telomerase e possui a expressdao de GFP (Green Fluorescent
Protein), possibilitando a visualizacdo de células vivas em microscopio para melhor
acompanhamento do cultivo. As CEMs foram preservadas em criotubos com meio de
congelamento contendo 90% de soro fetal bovino (HyClone®, Thermo Scientific,
EUA) e 10% de DMSO em nitrogénio liquido (-197 °C). Cada criotubo continha 10°

células em 1 mL de meio de congelamento.

2. Descongelamento e ativagdo das CEMs

As CEMs foram descongeladas transferindo o conteido do criotubo para tubo de
centrifuga de plastico contendo 9 mL de meio de cultivo, centrifugado a 1150 rpm por
4 min. O pellet foi ressuspenso em meio de cultivo e, a seguir, transferido para frasco
de cultura, armazenado em incubadora com controle de CO,, a 37 °C. O meio de
cultivo empregado foi o-MEM (Minimum Essential Medium - Gibco, EUA) com
vermelho de fenol suplementado com glicose (5,55 mM) (Sigma, EUA), glutamina
(2,5 mM) (Sigma, EUA) e arginina (2,5 mM) (Sigma, EUA), além de antibidtico
(10%v/v) (Penicilina: 10,000 Ul/mL e Estreptomicina : 10,000 pg/mL ) (Gibco,
EUA), soro fetal bovino (15% v/v) (HyClone®, Thermo Scientific, EUA), hepes (18
mM) (Sigma, EUA) e 15 mM de bicarbonato de soédio (Experimento 1) (Sigma, EUA)
e 24 mM de bicarbonato de sédio (Experimentos 2 - 7). O pH foi ajustado entre 7,2 -
7,4. O meio de cultivo com adicdo de suplementos foi filtrado através de membrana

comporo de 0,22 um em camara de fluxo laminar para garantir esterilidade.

3. Preparo dos microcarregadores

Nos estudos empregou-se 0 microcarregador poroso CultiSpher-S® (Percell

Biolytica, SE). O microcarregador CultiSpher-S® ¢é feito a base de gelatina, o
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diametro da particula varia entre 130 e 380 um e apresenta 8x10° particulas por grama
de massa seca (Hunt et al. 2011). A massa de MC foi hidratada em PBS (NaCl, 8 g/L;
KCI, 0,2 g/L; NazHPOy, 1,15 ¢g/L e KoHPQO4,0,2 ¢/L, pH ajustado na faixa de 7,2 - 7,4,
solucdo esterilizada através de filtragio em membrana com poro de 0,22 pm
(Millipore)) e esterilizada de acordo com as especificacbes técnicas (Percell
Biolytica). A concentracdo de MC utilizada foi escolhida seguindo a relacdo de 50
celulas por microcarregador na inoculagéo, de acordo com metodologia ja empregada
no LATECC (Mendonga, 2013; Luna, 2014).

4. Preparo do in6culo
O preparo do indculo do biorreator consiste no descongelamento do criotubo contendo
as celulas de trabalho (hMSC-TERT) e posterior cultivo das mesmas em frascos de
cultura a fim de atingir o nimero de células necessérias para dar inicio ao experimento
no biorreator Wave. A Figura 10 apresenta a sequéncia das etapas para inoculacdo do

biorreator.

Figura 10 — Esquema das etapas envolvidas no preparo do indculo utilizado nos experimentos
de cultivo no biorreator Wave.

i — &

LT /:

Criotubo Frascos de cultura Biorreator
de 75 e 150 cm? Wave

Nos experimentos 1 & 4 as células foram expandidas em frascos de cultura de 75 cm?®. Nos
experimentos 5 a 7 a etapa final de expansdo foi realizada em frascos de cultura de
150 cm?. O procedimento de inoculacio da Cellbag consistiu no tratamento
enzimatico dos frascos de cultura para a desadesdo das células. Em seguida a
suspensao de células foi centrifugada, o pellet ressuspenso e, a seguir, filtrava-se a
suspensdo para evitar aglomerados de células e fazia-se a contagem de células em

suspensdo (Figura 11). No experimento 1 todos os frascos de cultura (8 frascos de
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75cm?) foram manipulados simultaneamente para inocular a Cellbag. Nos
experimentos 2, 3 e 4 os frascos de cultura foram divididos em grupos (grupo Ae B
com 4 frascos de 75 cm? cada) e inoculados separadamente para reduzir o tempo em
que as celulas eram submetidas a condices de estresse mecanico. Os experimentos
seguintes (experimentos 5, 6 e 7), por se trabalhar com frascos de cultura de 150 cm?,
0 nimero de frascos foi reduzido a metade, o que possibilitou o tratamento e

inoculacdo da Cellbag em uma Unica etapa.

Figura 11 — Esquema resumido dos procedimentos de inoculagdo para os experimentos
realizados no biorreator Wave.

Experimento 1

2 Frascosde —i 8 Frascos de Disspc!a_g;éo ‘ Filtracao/Contagem ‘
cultura (75 cm?) cultura (75 cm?) enzimatica
Experimentos 2,3 e 4 faaCellbag

4 Frascos de cultura Dissociagao Filtragao
grupoA (75 cm?) enzimatica Contagem
2 Frascos de 4 Frascos de cultura Dissociagao Filtracao

cultura (75 cm?) grupo B (75 cm?) enzimatica Contagem
Experimentos 5,6 e 7

2Frascosde | | 4Frascosde Dissociagao ‘ Filtracido/Contagem
cultura (75 cm?) cultura (150 cm?) enzimatica

5. Operacdo do biorreator Wave e tratamento da amostra

Os procedimentos de inoculacdo, amostragem e adicdo de meio de cultivo na Cellbag
foram realizados em camara de fluxo laminar (Sterilgard 111, classe 11, modelo SG403,
Baker Company - EUA). O cultivo das CEMs foi realizado em Cellbags™. Trata-se
de bolsas de polietileno descartaveis e pré-esterilizadas. As Cellbags empregadas sao
de 2L, com volumes de trabalho recomendado entre 0,2 a 0,8 L (GE Healthcare,
2010). O mddulo de controle Wavepod™ Il possibilita monitoramento de pH e
oxigénio dissolvido e controle da composicdo da corrente de entrada de ar na Cellbag.
A plataforma de operacdo permite o controle da temperatura e agitagdo, com
velocidade entre 2 - 40 rpm e angulacdo da plataforma entre 2 - 9°. A amostragem foi
realizada a cada 24 h, sendo que na fase de adeséo, as amostras foram retiradas com

att 8 h de operacdo, dependendo do experimento. A Figura 12 apresenta o
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procedimento de tratamento da amostra retirada da Cellbag e a Figura 13 o biorreator

Wave Sistema 2/10 e a unidade de controle utilizados nos experimentos.

Figura 12 — Procedimento de tratamento das amostras retiradas da Cellbag durante os
experimentos de cultivo da linhagem hMSC-TERT.
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Figura 13 — Biorreator Wave ™ utilizado nos experimentos de cultivo da linhagem hMSC-
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6. Determinacédo da densidade e viabilidade celular

A determinacdo da densidade e viabilidade celular durante a fase de preparo do
inbculo e nas determinacdes durante a fase de cultivo do nimero de células
recuperadas e nimero de células no sobrenadante foi realizada pela contagem de
células coradas e ndo coradas nos quadrantes de contagem do hemacitdmetro. O
hemacitdmetro ou Cé&mara de Neubauer possui quadrantes de contagem com
profundidade definida entre a base e a laminula inserida. Cada quadrante de contagem
contém 10 mL da solugdo de amostra e corante. O erro obtido na concentracéo
celular é em torno de 10% (Butler, 2004).

Adicionava-se a amostra o corante azul de tripan, o qual atravessava a membrana das
células ndo vidveis, deixando-as coradas. As células vidveis ndo permitiam a entrada

do corante e permaneciam sem corar. A densidade de células viaveis é obtida pela

Equacéo 2.
Células & Q 1 i
mL . %Q N 10-tmL fd [cel.mL™] Equacdo 2

Onde: XN;: Somatdrio do nimero de células viaveis em cada quadrante de contagem
(Q); ZQ: Somatério nimero de quadrantes contados; fd: fator de diluicdo da solucgdo

comamostra e corante azul de tripan.

7. Andlise de recuperagdo celular

A analise de recuperacdo das células aderidas aos microcarregadores foi feita pela
acdo da enzima Tryple™ Express (Gibco, EUA) 10 vezes concentrada (Tryple10x).
Em aliquota de 500 pyL da amostra lavada com meio sem fenol era adicionada a
enzima TryplelOx. A aliquota era colocada em banho-maria a 37°C por 15 min para
completa dissolucdo dos microcarregadores. Em seguida fazia-se a determinacéo da
densidade de celulas viaveis ndo viaveis pela contagem de células coradas e nao

coradas no hemacitbmetro.

8. Quantificacéo de células viaveis pelo método do MTT
Para aplicar o método MTT fazia-se uma curva de calibracdo relacionando a
densidade celular com a medida espectrofotométrica da absorbancia da solucdo. O
reagente MTT ou brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio foi
empregado para determinar com espectrofotometro (Multiskan FC - Thermo
Scientific) a concentracdo celular viavel verificada pela mudanca da coloracdo da

solucdo, que passava de amarelo (MTT) para roxo (cristais de formazan), como
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resultado da ag&o redutora da enzima mitocondrial desidrogenase sobre o MTT. A
aliquota de 400 pL da amostra lavada com meio de cultivo sem fenol era destinada a
analise de viabilidade celular por MTT. Adiciona-se 40 pL de solugcdo de MTT e
deixa-se em incubadora & 37 °C por 4 h. Apds adiconava-se 400 pL de solucéo de
solubilizagdo para solubilizar os cristais de formazan e entdo agitava-se em vortex e
centrifuga-se para separar o pellet. O sobrenadante foi analisado em placa de 96 pocos
em triplicata em espectrofotometro. A leitura da amostra tratada era realizada em
570 nm. Assim, com a leitura da absorbancia da amostra tinha-se o dado da
viabilidade celular dada em funcdo da atividade mitocondrial. A viabilidade celular
média das leituras obtidas no espectrofotdmetro e o desvio padrdo foram calculados

através do software Microsoft Excel 2007.

9. Metodologias de célculo

O crescimento do cultivo pode ser expresso pelo fator de expansdo celular (FE),
apresentado pela Equacéo 3.

4

FE = Equacédo 3

N;

Onde: N¢: nimero final de células no cultivo; N;: nimero inicial de células.

A elocidade especifica de crescimento celular (), apresentada pela Equacéo 4,
fornece a velocidade de aumento do nimero de células no cultivo para determinado
incremento de tempo. As CEMs em cultivo in vitro apresentam [ aproximado de
0,020 h! (Schop, 2010). A velocidade de crescimento celular é constante e maxima
(Mmax) na fase de crescimento exponencial e calculada por regressdo linear da fase
exponencial do grafico plotando-se o logaritmo neperiano do namero de células no

tempo i (N;) pelo tempo de operacao (t;) (Equacgéo 5).

n= ‘;—T X % ["'] Equagdo 4
dN _ '“(NZ/N])

— _dN 1. -1 5
M= Mgy =3 Xy Mmax = oty ["] Equacdo 5

Onde: N: nimero de células no instante determinado; N1: nimero de células no tempo
t1; N2: namero de células no tempo to.

O tempo que o cultivo leva para dobrar o nimero de células é denominado tempo de
duplicacdo (tgq), fornecido pela Equacdo 6. Para células animais, o tq varia entre 15 e
25 h (Butler, 2004). A fim de avaliar a relacdo metabdlica entre consumo de substrato

(glicose e glutamina) e producdo do metabdlito correspondente (lactato e amdnia)

50



4. MATERIAL E METODOS

10.

11.

12.

utiliza-se a relacdo metab6lito m produzido por substrato s consumido (Yws),
apresentado pela Equacéo 7.

_In2

ty = o [h] Equacéo 6

Yvs = — 1—“: [moIM.molS™] Equacéo 7

Analise de glicose, glutamina e lactato

As analises de glicose, glutamina e lactato foram realizadas a partir de aliquota obtida

do sobrenadante da amostra no analisador bioquimico YSI (YSI 7100MBS).

Analise de aminoacidos

As analises de aminoacidos foram executadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) de acordo com metodologia proposta por Henrikson e Meredith
(1984). Aliquota de 200 L do sobrenadante das amostras retiradas da Cellbag foram
destinadas para as analises de CLAE (Waters 2695 Separations Module, Waters 2998
Photodiode Array Detector, Waters 2424 ELS Detector, Waters 2414 Refractive Index
Detector). A preparacdo das amostras englobou os procedimentos de filtracdo,
secagem, re-hidratacdo, derivatacdo e diluicdo em tampdo para injecdo no
cromatégrafo. Empregou-se na pré-coluna de derivatacdo o reagente de derivatagdo
fenil-isotiocianato (PITC - Reagente de Edman) o qual degradaga sequencialmente
aminoacidos em aminas primarias e secundarias a temperatura ambiente em 254 nm.
O método utilizou fase estacionaria constituida pela coluna pico-tag (Waters) e as
fases mowveis A (acetato de sodio tri-hidratado, trietilamina, agua Milli-Q e
acetonitrila) e B (agua e acetonitrila). Foram preparadas curvas padrdo de arginina
(Sigma, EUA), asparagina (Sigma, EUA) e glutamina (Sigma, EUA).

Analise de amdnia

A analise de ambnia foi realizada com medidor de eletrodo de ion seletivo (ORION
710A - Thermo Scientific, EUA). Para aplicar esse método faz-se uma curva de

calibracdo com uma solugéo padréo de aménia.
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13. Reducdo da area de superficie molhada da Cellbag

A reducdo da area de superficie molhada da Cellbag foi realizada pela colocacdo de
apoios retangulares nas laterais da plataforma de operacdo para restringir o volume de
liquido em um espaco menor quando comparado ao espalhamento do liquido com a
Cellbag na posicdo normal de operacdo. A Figura 14 apresenta o esquema da
plataforma de operacdo com os apoios laterais (Figura 14 - Al e A2) e a distribuicao
do liquido na Cellbag quando em posicdo normal de operacdo (Figura 14 - Bl) e
quando a Cellbag esta colocada na plataforma entre os apoios laterais (Figura 14 - B2).
A Figura 15 apresenta a Cellbag em posi¢cdo normal de operagéo e com a reducdo da
area de superficie molhada. Os dados da area de superficie molhada da Cellbag
(Asmcelibag) € a relacéo entre a area de adeséo (Amc) € a Asmcelibag Para 0s experimentos

realizados estéo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados da relacdo entre area de adesdo e area de superficie molhada da
Cellbag para os experimentos realizados.

Experimento AS(I\éII?T:ZII)bag Awmc/Asmcelibag
E1 400 0,77
E2 400 0,77
E3 75 3,07
E4 240 1,27
ES 240 1,27
E6 240 1,27
E7 240 1,27
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Figura 14 — Al: Vista lateral da plataforma de operacdo com apoios colocados nas laterais;
A2: Vista superior da plataforma de operagdo com apoios laterais; B1l: Vista lateral da
plataforma com a Cellbag em posi¢do normal de operacdo; B2: Vista lateral da plataforma
com a Cellbag restringida pelos apoios laterais. Nomenclatura: AE - apoio lateral esquerdo;

AD - apoio lateral direito.

Al
AE AD
A2
AE AD
Bl

| distribuigao do liquido

B2 = [

AE AD

distribuigao do liquido
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Figura 15 — (a) Cellbag em posi¢ao normal de operacéo; (b) Cellbag com apoios laterais para
aumentar a relagcdo Amc/Asmceinag; (C) ESquema representativo das areas de superficie molhada
da Cellbag. Onde: Al: area normal de operacdo para volume de trabalho de 300 mL
(Experimentos 1 e 2); A2 (Experimento 3) e A3 (Experimentos 4,5, 6 e 7): areas de operacao

com o liquido restringido por apoios laterais colocados na plataforma.

Distribuicao do liquido

Distribuicao do liquido

Apoios laterais
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14. Adicdo de microesferas de alginato de célcio

As microesferas de alginato de calcio foram preparadas a partir de uma solucéo de
alginato de sodio (2% m/v) (Sigma- Aldrich) a qual foi colocada em recipiente com
spray e entdo borrifada com distancia de 10 cm do recipiente contendo solucdo de
cloreto de célcio (2% m/v) (Sigma- Aldrich). Apds, as microesferas formadas foram
separadas por peneiras com didmetro de malha de 250 e 125 pm (Figura 16). As MA
selecionadas foram esterilizadas em autoclave e armazenadas sob refrigeracdo para

emprego no cultivo (Figura 17).

Figura 16 — Esquema do procedimento empregado para a producdo das microesferas de
alginato de célcio. A solugdo de alginato foi colocada em um recipiente com spray e entdo
borrifada com distancia de 10 cm do recipiente com solucdo de cloreto de célcio. Apos, as

microesferas formadas foram separadas por peneiras com didmetro de malha de 250 e 125 pm.

Alginato de sédio ———

Gotejamento —————> &

Solucao de
Cloreto de calcio

Selecao das
microesferas de
alginato com
diametro entre
125 - 250 ym
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15.

Figura 17 — Microesferas de alginato de calcio com diametro entre 125 - 250 pm.

Magnifica¢ao de 100x.

Fonte: acervo pessoal.

Sistema de vibracéo

A plataforma do biorreator Wave apresenta movimento unidirecional, o que para
velocidades de agitacdo ndo intensas e baixos volumes de trabalho acaba permitindo a
adesdo dos microcarregadores nos extremos da Cellbag, assim como regides no
liquido com grande nimero de microcarregadores. Com intuito de solucionar esse
problema foi desenvolvido um sistema de vibragdo (Figura 18) para ser acoplado a
parte superior da Cellbag, o qual gera vibragbes a fim de auxiliar na movimentagédo
dos microcarregadores. O sistema desenvolvido permite o controle do tempo de
vibracdo aplicado. A disposicdo dos motores de vibragcdo na parte superior da Cellbag

estd apresentada na Figura 19.
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Figura 18 - Sistema de vibracao desenvolvido para ser acoplado a parte superior da Cellbag a
fim de gerar vibragBes que auxiliem na movimentacdo dos microcarregadores. Desenho e
desenvolvimento: Ricky Nelson Burgos Gavelan. Estudante de doutorado em fisica.
DF/UFSCar.

i |

] " i oo iiint gossme®
N N
-
-.—> motor de vibragao

Figura 19 - Cellbag com sistema de vibragdo acoplado. Em detalhe os motores de vibragdo

colocados na parte superior da Cellbag.
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16. Relagéo de experimentos realizados

Os experimentos realizados foram divididos em trés fases, as quais séo:

Fase 1 - Anélise das caracteristicas de inoculagdo e operacdo: Experimentos 1 e 2.

Fase 2 - Anélise da fase de adesao: Experimentos 3 e 4.

Fase 3 - Estratégias para elevar o fator de expanséo celular: Experimentos 5, 6 e 7.

As caracteristicas de operacdo de cada experimento e a ordem cronoldgica de

execucdo estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Relagdo dos experimentos realizados neste trabalho e condicdes de

operacao.
Experimento
Parémetro Fase 1 Fase 2 Fase 3
1 2 3 4 5 6 7
Xo (cel/mL) 1,0E+05 | 1,0E+05 | 7,50E+04 | 9,45E+04 8,23E+04 8,39E+04 1,00E+05
Concentracdo de
microcarregador 2,5 2,5 1,8 2,5 2,5 3,0 2,5
(9/L)
NceI/NMC
(Nosluc 2 >0 >0 47 41 35 50
com relagéo as (13) (32) (38)
células aderidas)
Amcl/Asmcellbag 0,77 0,77 3,07 1,27 1,27 1,27 1,27
Vinicial (mL) 300 300 300 300 300 250 300
Faixas de
velocidade 2/2° - 2/2° - 4/2° - 5/2° - 9/9° - 15/6° 2/2° - 2/2° -
inicial - final 10/4° 6/5° 10/4° 9/5° 14/8° 14/8°
(rpm/angulo)
Duracéo (h) 192 144 120 144 168 120 168

Caracteristica de
operagao

Operacdo com
Cellbag em posicao
normal

Operagdo com
Asmcdlbag reduzida

durante fase de adesdo

Operacgdo com
Asmcdibag
reduzida

durante todo o

cultivo

Operagdo com Asyicelibeg
reduzida durante todo o
cultivo

Adicdo de
microesferas
de alginato
de calcio

Adicdo
de Anti-
Clumping
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5. Resultados

A falta de informagdes na literatura especializada sobre o funcionamento e
desempenho do biorreator Wave nos levou a uma programacdo de experimentos cautelosa,
cuja evolucdo pode ser dividida em trés fases:

Fase 1 - Analise das caracteristicas de inoculacé@o e operagdo: Experimentos
le2.

Fase 2 - Andlise da fase de adesdo: Experimentos 3 e 4.

Fase 3 - Estratégias para elevar o fator de expansdo celular: Cellbag com
area de superficie molhada reduzida durante todo o cultivo - Adicdo de microesferas de

alginato - Aplicacéo do aditivo Anti-Clumping: Experimentos 5,6 e 7.

5.1. Analise das caracteristicas de inoculagdo e operacao

A primeira fase da pesquisa abrange 0s experimentos preliminares e
exploratdrios, em que se realizaram testes para entender o funcionamento do biorreator Wave
com cultivos das CEMs. A seguir se descrevem os dois experimentos que fazem parte da fase

1 da pesquisa.

Experimento 1

A Cellbag foi inoculada com 1,0x10° cel/mL e 2,5 gMC/L, o que corresponde &
relacdio de 50 células por microcarregador. O volume inicial de trabalho foi 300 mL.
Empregou-se meio de cultivo a-MEM suplementado com 15 mM de bicarbonato de sédio. O
experimento foi operado com adicdo de meio de cultivo entre 48 e 192 h na tentativa de
controlar a queda de pH para niveis extremos. Os volumes adicionados foram: 50 mL entre 48
e 120 h, 75 mL em 144h, 50 mL em 168 h e 45 mL em 192h. A agitacdo da plataforma foi
mantida em 2 rpm e 2° até 24 h de operacdo a fim de facilitar a adesdo das células aos

microcarregadores, passando para 10 rpme 4° ap06s 96 h de operacao.

Conforme analisado na Figura 20, a concentracdo de arginina era de 2,275 mM
com48 he passou para 0,067 mM com 96 h, nivel limitante para o crescimento do cultivo. As
concentrages dos demais aminoacidos ndo comprometeram 0 processo e estdo apresentadas
no Apéndice 3. A concentracdo de lactato obtida foi de 8,27 mM com 144 h de operagéo,

concentracdo proxima a inibitéria, a qual varia de 10 - 40 mM (Schop, et al,, 2010). A
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concentragdo de amdnia atingiu 2,6 mM com 192 h de operacéo, nivel considerado inibitdrio

pelas CEMs, o qual deve ser inferior a 2,4 mM (Schop, et al., 2010).

Figura 20 - Experimento 1 -

Cultivo da linhagem hMSC-TERT em meio de cultura a-MEM

suplementado com glicose, glutamina e arginina, antibiotico (10%v/v), SFB (15% v/v) e 15 mM de

bicarbonato de sddio. Operado com adicdo de meio de cultivo entre 48 e 192 h (indicado por setas
azuis). Volumes adicionados: 50 mL em 48 - 120 h, 75 mL em 144h, 50 mL em 168 h e 45 mL em
192h. A agitagdo da plataforma foi mantida em 2 rpm e 2° até 24h de operacao, passando para 10 rpm

e 4° apds 96 h de operacéo.
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Apbs 6 h de cultivo a adesdo celular obtida foi de 25,7%, periodo em que
experimentos realizados em spinner no LATECC com a mesma linhagem celular,
microcarregador e meio de cultivo mostram que 100% das células inoculadas devem estar
aderidas aos microcarregadores, A ineficiéncia da etapa de adesdo prejudicou a fase de
crescimento, tendo em vista que a densidade celular inoculada foi superada apenas com 48 h
de operacdo. O fator de expansdo foi de 2,6, com velocidade especifica de crescimento de
0,026 h! (FE de 10,26 considerando o nimero de células aderidas). Com 72 h de operacio
houve aumento do numero de células em suspensdo possivelmente relacionado com a
diminuicdo do nivel de arginina no meio e ao pH fora da faixa recomendada. A queda no pH
juntamente com a queda na concentracdo de nutrientes, a concentracdo do metabdlito lactato
préxima a inibitéria e a concentracdo de amonia ja acima do limite tolerado com 192 h de

operacdo levarama queda da viabilidade do cultivo.

Experimento 2

Para tentar reverter a queda de pH observada no cultivo no biorreator Wave, a
Cellbag foi inoculada com meio de cultivo a-MEM, com a mesma suplementacdo do
experimento anterior porém com 24 mM de bicarbonato de sodio. Essa alteracdo foi realizada
ja que a formulagdo do meio de cultivo empregada mostrou ndo suportar o crescimento das
CEMs sem que seja realizada troca do meio de cultivo. A Cellbag foi inoculada com 1,0x10°
cel/mL e 2,5 gMC/L, o que corresponde & relacdo de 50 células por microcarregador e volume
inicial de 300 mL. No Experimento 2 as células expandidas em frascos-T foram divididas em
2 grupos de trabalho com 0 mesmo nimero de frascos-T. O procedimento de inoculagdo na
Cellbag foi realizado separadamente para cada grupo com intuito de reduzir o tempo em que
as células ficavam expostas as condigbes de estresse provocadas pela manipulacdo dos
frascos-T (Figura 11).

O Experimento 2 foi operado com adi¢do de 25 mL de meio de cultivo com
96 h, ponto em que o cultivo apresentou queda no valor de pH para 7,1 com intuito de conter
a acidificacdo do meio e também repor nutrientes. A agitacdo da plataforma foi mantida em
2 rpme 2° até 24h de operacdo, passando para 5 rpme 5° ap6s 96 h de operacdo (Figura 21).
A baixa velocidade de agitacdo e volume de trabalho, quando comparado ao Experimento 1,

provocaram a adesdo dos microcarregadores a Cellbag com 72 h de operagéo (Figura 22).

O fator de expansdo foi de 1,84 (FE de 3,37 considerando o nimero de células
aderidas), com velocidade de crescimento especifica maxima de 0,021 h*. A concentragdo de

lactato atingiu 9,11 mM com 72 h de operagdo, valor j& considerado inibitério. A
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concentracdo de arginina era de 2,420 mM com 72 h e atingiu 0,178 mM com 144 h, ponto

apos o maximo de crescimento. A concentracdo de aménia com 96 h estava em 2,17 mM e

com 144 hatingiu 4,06 mM, nivel ja muito acima do inibitdrio.

Figura 21 - Experimento 2 - Cultivo da linhagem hMSC-TERT em meio de cultura a-MEM
suplementado com glicose, glutamina e arginina, antibiotico (10%v/v), SFB (15% v/v) e 24 mM de
bicarbonato de sodio. Operado com adicdo de 25 mL de meio de cultivo com 96 h (indicado por seta).
A agitacdo da plataforma foi mantida em 2 rpm e 2° até 24h de operacdo, passando para 5 rpm e 5°
apos 96 h de operacdo. A agitacdo menor acarretou na adesdo dos microcarregadores na Cellbag com

72 h de operacao.
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Figura 22 - Deposicéo de microcarregadores na Cellbag com 72 h de cultivo no Experimento 2.

Fonte: acervo pessoal.

Apb6s 7 h de cultivo a adesdo celular obtida foi de 61,7%, sendo que a
densidade celular inoculada foi superada com 48 h de operagdo. O esgotamento de glicose,
glutamina e arginina e a elevada concentracdo de lactato e ambnia, juntamente com a
condicdo de estresse provocada pela adesdo dos microcarregadores nas posi¢des extremas de
Cellbag, fazendo com que os mesmos ndo ficassem em contato como meio de cultivo quando
a plataforma se movimentava para 0 extremo oposto, podem ter ocasionado a queda da
viabilidade do cultivo ap6s 96 h de operacédo (Figura 19).

5.2. Analise da fase de adesdo

A segunda etapa de experimentos compreende os estudos para analisar e
aprimorar a fase de adesdo célula-microcarregador. Os experimentos anteriores realizados no
biorreator Wave mostraram ineficiéncia com relacéo a etapa de adesdo, havendo perda de até
74% do total de células inoculadas. Com o volume de trabalho empregado de 300 mL, a
relacdo entre a éarea de superficie molhada da Cellbag e area total projetada de
microcarregadores (Amc/Asmcelibag), considerando 2,5 gMC/L, é de 0,77 (empregada nos
Experimentos 1 e 2). Essa relacdo pode permitir que as células ndo sedimentem sobre os
microcarregadores, ficando aderidas a superficie da Cellbag. No spinner com diametro de
6 cm, para concentragdo de 2,5 mgMC/L, a relagéo entre Ayc e area da base (Amc/Aswvcelibag)
é de 1,81. Nesse sentido, os Experimentos 3 e 4 foram realizados com reducdo da area de
superficie molhada durante a fase de adesdo, ficando a relagdo Amc/Asmcelinag €m 3,07

(Experimento 3) e 1,27 (Experimento 4).
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Experimento 3

A Cellbag foi inoculada com densidade celular de 7,5x10% cel/mL, valor menor
que a empregada nos estudos anteriores, sendo mantida a relacdo de 50 células por
microcarregador, o que corresponde a 1,88 gMC/L. Empregou-se meio de cultivo a-MEM
com mesma suplementacdo de bicarbonato de sodio do Experimento 2 (24 mM). O volume
inicial de trabalho de 300 mL foi restringido por apoios laterais colocados na plataforma,
reduzindo a area de superficie molhada da Cellbag (Figura 14 e Figura 15), sendo a relacéo
Awmc/Asmcelibag NESSa situacdo de 3,07. Essa posicdo foi mantida durante as primeiras 24 h de
operagdo. A adesdo foi de 97,3% com 4 h de operacdo, porém houve queda com 8 h de
operacdo. A reducdo da area de superficie molhada da Cellbag reduziu o contato com a
plataforma metalica em que a Cellbag é colocada e que transmite calor para manter a
temperatura do cultivo em 37 °C, o que explica a queda na adesdo com 8 h de operacéo. As

células aderidas no fim da fase de adesdo recuperaram o crescimento com 24 h.

O experimento foioperado com adi¢do de 30 mL de meio de cultivo com72 h.
A agitacdo da plataforma foi de 4 rpm e 2° nas primeiras 4 h de operacdo, passando para 7
rpme 4° ap0s 24 e a 10 rpm e 4° ap06s 72 h (Figura 23).

O fator de expansdo foi de 2,32, com velocidade de crescimento especifica de
0,01 h''. Conforme observado na Figura 21, a elevacdo do pH em 24 h também pode ter
influenciado no desempenho da fase exponencial, resultando em baixa velocidade de
crescimento. A concentracdo de arginina atingiu o0 minimo de 1,313 mM com 120 h de
operacao.

Apesar da boa adesdo, a densidade celular maxima foi obtida com 96 h. Nao
houve esgotamento de glicose, glutamina e arginina e a concentracdo de lactato e amdnia nao
atingiram niveis inibitérios. Contudo, com 48 e 72 h, ocorreu grande retencdo de aglomerados
de microcarregadores nas regides extremas da Cellbag, 0 que gerou um ambiente de cultivo
ndo homogéneo, podendo ter levado ao esgotamento de nutrientes nas regides onde havia

grande concentracdo de microcarregadores colonizados com células.
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Figura 23 - Experimento 3 — Cultivo da linhagem hMSC-TERT em meio de cultura a-MEM
suplementado com glicose, glutamina e arginina, antibiotico (10%v/v), SFB (15% v/v) e 24 mM de
bicarbonato de s6dio. Operado com adi¢cdo de 30 mL de meio de cultivo com 72 h (indicado por seta).
A agitacdo da plataforma foi de 4 rpm e 2° nas primeiras 4 h de operacdo, passando para 7 rpm e 4°

apos 24e a 10 rpme 4° apds 72 h.

l

7,5 T T T T T T T T T T ]
74 _A'A. l‘ ID - l . 40=pH ' =/\=Voluhe operacional ' 1 ggg _E,
i Ul | | | | 1% .z
r 734 77A\,¥, T S N ‘ 260 g o
Q 72 ] '\‘i \Q 1240 © 8
] ~— 220 ~ &
) I Ll T l 1 l T T I T I L} I T I T I T a
£T & 6
g E 4 17 T ! T T T T T T -A—glb '-0-'Iac T T l T l T ] 10’0
5~ i \ =[J-gh e m NH =% & 475 s
§E 23 Oeg=——g —a A —n §a
892 11 @ c@ee - — — ] ‘ 25 5 ¢
g< 19 -O'f" &u’?'r%ooﬁ‘g
o Q) I T I T I L} I T T I T I L} I L} I T I 1 I i) <
% g 15 J I 1 l 1 I 1 l T 1 l 1 I 1 I 1 l T l 1 i 8
e 12 4 =[J=Angulo | =/\=Velocidade de|agitagao A ‘ AL 6 oo
o 9 r —+ i — ] { = T =P o T
T @ 1 } L[ o — —— | O . O 4 o
59 6 b 29
R I -—— L2 38
oD S : 22
> @® 0 ] [ 0 «L o)
I T L) I 1 l T T I ] I Ll I T I T I T (“
g
% 5x10" J*LI=Ccelulbs adernidds T " R N N o AL L
5 M0 J=/\=células em sus&enséo | | _ / _‘ ]
o 3x107-: ] i i = - e - i ' E—
0 210 A Fngg
Q 7 1 ) ]
g X0 A< 7% T /\= f /
2 0 I L ] T _A 5 I T T I T I L} I T I T I T

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Experimento 4

A Cellbag foi inoculada com 9,45x10* cel/mL e 2,5 gMC/L, resultando em
47,3 células por microcarregador. Utilizou-se meio de cultivo a-MEM com a mesma
suplementacdo dos Experimentos 2 e 3. O volume inicial de trabalho de 300 mL foi
restringido por apoios laterais colocados na plataforma de maneira a resultar em uma area de
superficie molhada maior que a do Experimento 3 para manter maior area da Cellbag em

contato com a plataforma (Figura 15), sendo entdo a relacdo Amc/Aceinag de 1,27. Essa
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posicdo foi mantida durante as primeiras 8 h de operacdo, tempo em que a totalidade de

células inoculadas aderiu aos microcarregadores.

O experimento foi operado com adi¢do de 25 mL de meio de cultivo com 96 e
120 h. A agitacdo da plataforma foi de 5 rpm e 2° nas primeiras 8 h de operacdo, passando
para 5 rpm e 5° apos 24 h e de 9 rpm e 5° apds 72 h (Figura 25). No experimento 3 se
constatou que grande quantidade de microcarregadores ficou retida em determinadas regides
da Cellbag, principalmente entre a elevacao causada pelo sensor de temperatura da plataforma
e devido ao movimento em uma unica dire¢do da plataforma, o qual ndo é suficiente para
manter uma distribuicdo homogénea dos MCs. Para tentar solucionar esse problema foi
desenvolvido um sistema de vibragdo conectado a base superior da Cellbag que permite
controle do tempo de vibracéo e do tempo de inércia. Com esse sistema acoplado, constatou-
se visualmente uma melhora na distribuigdo dos microcarregadores na Cellbag assim como a
redugdo da deposicdo dos MCs nas regides extremas, contudo, ainda assim houve perda de
MCs depositados.

A etapa de adesdo foi eficiente, poréem a distribuicdo das células nos
microcarregadores no periodo em que a Cellbag era mantida com redugdo da &rea de
superficie molhada ndo foi homogénea, podendo estar relacionada a formacdo de camadas de
microcarregadores na fase de adesdo, 0 que resultou em uma colonizagdo de
microcarregadores com muitas células e microcarregadores sem células em maior nimero
quando comparada ao Experimento 3 por andlise das imagens de fluorescéncia dos

microcarregadores (Figura 24).

A transferéncia de células entre microcarregadores € um processo complexo, o
que torna essencial a colonizacdo de todos os microcarregadores com 0 nimero minimo de
células para que o processo ndo seja prejudicado (Portner, R. 2007). O fato do Experimento 3
apresentar boa distribuicdo de células com 24 h, apesar da area de superficie molhada menor
que a empregada no Experimento 4, esta relacionado a manutencdo da Cellbag com area
reduzida até 24 h de operacdo. Nessa situacdo, o contato entre microcarregadores é facilitado
e no periodo ap6s a adesdo as células ja apresentam capacidade para migrar entre oS

microcarregadores (Ohlson, S. etal, 1994).
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Figura 24 — Imagens de fluorescéncia dos microcarregadores obtidas por microscopia 6tica para o
Experimento 3 (a) e Experimento 4 (b) no fim da fase de adeséo e Experimento 3 (c) e Experimento 4
(d) com 24 h de operacdo. Magnificacdo de 100x.

Fonte: acervo pessoal.

Akerstrom (2009) constatou a transferéncia de CEMs (hMSC-GFP e wt-
hMSC) entre microcarregadores no biorreator Wave Sistema 2/10. Contudo, no Experimento
4 ndo houve transferéncia de células para os MCs vazios. As caracteristicas de operacdo, por
ser operado com 300 mL e o volume distribuido em uma superficie plana tornam o processo
de transferéncia de células entre microcarregadores colonizados para microcarregadores com
baixa densidade celular ainda mais dificil, jA que o contato entre microcarregadores é
reduzido. Além disso, a aplicacdo do sistema de vibracdo pode ter dificultado essa interacdo
entre 0s microcarregadores colonizados e microcarregadores vazios, aumentando a
dificuldade do processo de transferéncia de células.

O fator de expansdo foi de 2,25, com velocidade de crescimento especifica
maxima de 0,012 h™. A concentracéo de arginina era de 1, 370 mM com 96 h a atingiu 0,422
mM com 144 h. Assim como no Experimento 3, ndo houve esgotamento de glicose ou
glutamina e a concentracdo de lactato e ambnia ndo atingiram niveis inibitérios, poréem houve
esgotamento de arginina. A adesdo ndo homogénea, provocando rapida saturacdo dos MCs,
juntamente com a deposicdo dos MCs nas regides extremas da Cellbag e o esgotamento de
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arginina apos 96 h de operacdo podem ter contribuido para o curto periodo de crescimento,

sendo 0 maximo de densidade celular obtido com 96 h.

Figura 25 - Experimento 4 - Cultivo da linhagem hMSC-TERT em meio de cultura a-MEM

suplementado com glicose, glutamina e arginina, antibiético (10% v/v), SFB (15% v/v) e 24 mM de

bicarbonato de sddio. Operado com adicdo de meio de cultivo com 96 e 120 h (indicado por seta). A

agitacdo da plataforma foi de 5 rpm e 2° nas primeiras 8 h de operacéo, passando para 5 rpm e 5° apds
24 he de 9rpme 5°apds 72 h.
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5.3. Estratégias para elevar o fator de expansao celular: Cellbag com area de
superficie molhada reduzida durante todo o cultivo - Adi¢do de
microesferas de alginato - Aplicacdo do aditivo Anti-Clumping

Com objetivo de evitar a adesdo dos MCs nas regides extremas da Cellbag
observada nos experimentos anteriores avaliou-se operar durante todo o cultivo com a area de
superficie molhada reduzida (Experimento 5). O experimento 5 apresentou 0 maior FE obtido
entre 0s estudos realizados, contudo verificou-se a formacdo de MCs em aglomerados
estagnados na regido central do liquido, o que promoveu a queda da viabilidade do cultivo.
Para solucionar tal problema, realizou-se dois experimentos visando reduzir a formacdo dos
grumos de MCs. As alternativas testadas foram a adicdo de microesferas de alginato de célcio
com intuito de evitar a formagédo de grumos de MCs, pela interposi¢céo das MA entre os MCs,
e adicdo no meio de cultivo de Anti-Cluping (GIBCO, EUA) em relacdo 1:10* v/v (técnica

utilizada para modular a agregacéo, Luna, 2014)

Experimento 5

No Experimento 5 a Cellbag foi inoculada com 8,23x10* cel/mL e 2,5 gMCIL,
resultando em 41,2 células por microcarregador. Utilizou-se meio de cultivo a-MEM com a
mesma suplementacdo dos Experimentos 2 a 4. O volume inicial de trabalho de 300 mL foi
restringido por apoios resultando na relagdo Amc/Asmcelinag de 1,27. Como nos experimentos
anteriores, e mesmo com a utilizagdo do sistema de vibracdo no Experimento 4, se constatou
adesdo dos MCs nas regifes extremas da Cellbag devido ao movimento do fluido ir
depositando gradativamente os MCs nas extremidades onde o liquido alcanca, a posicdo

reduzida foi mantida durante toda a operacéo, o que possibilitou contornar tal problema.

O experimento foi operado com adi¢do de 25 mL de meio de cultivo, 4 vezes
concentrado comparado ao meio inoculado, com 72, 96, 144 e 168 h. A agitagdo da
plataforma foi de 2 rpm e 2° nas primeiras 8 h de operacdo, passando para5 rpme 5° até 96 h
e de 15 rpme 6° apos 120 h. Apos 8 h de cultivo a totalidade das células inoculadas estavam
aderidas aos MCs (Figura 26).

O fator de expansdo foi de 4,1, com welocidade de crescimento especifica
méxima de 0,021 h™. A concentracdo de lactato atingiu 5,86 mM com 72 h de operacdo, nivel
bem abaixo do inibitério ao cultivo. Os niveis de glicose e arginina ndo comprometeram o

processo, estando a concentragdo de arginina em 2,405 mM com 144 h de operagdo. A
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concentracdo de amdnia atingiu 0,80 mM com 96 h de operacéo, valor ainda abaixo do nivel

inibitério de 2,4 mM, sendo a concentracdo maxima obtida de 2,11 mM com 168 h.

Com 72 h ocorreu formacdo de aglomerados de MCs na regido central da
Cellbag, o que pode ter promovido a interrup¢do da expansao do cultivo devido a limitacdo de
nutrientes nas regides onde os MCs estavam estagnados. A Figura 27 apresenta a imagem dos
aglomerados de MCs existentes com 144 h com a agitacdo ja elevada na tentativa de reduzir

os aglomerados formados a partir de 72 h.

Figura 26 - Experimento 5 - Cultivo da linhagem hMSC-TERT em meio de cultura a-MEM
suplementado com glicose, glutamina e arginina, antibiotico (10% v/v), SFB (15% v/v) e 24 mM de
bicarbonato de sddio. Operado com adicdo de 25 mL de meio de cultivo concentrado (4 vezes
concentrado comparado ao meio inoculado) com 72, 96, 144 e 168 h (indicado por seta). A plataforma
foi mantida durante todo o cultivo com area de superficie molhada reduzida. A agitacao da plataforma
foi de 2 rpm e 2° nas primeiras 8 h de operacdo, passando para 5 rpm e 2° até 96 h, 10 rpm e 4° até

48 h, passando para 14 rpm e 8°.
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Figura 27 - Experimento 5 - Imagem dos microcarregadores no fundo da cellbag com 144 h. Em

destaque a formacao de aglomerados de microcarregadores.

Fonte: acervo pessoal.

Experimento 6

A Cellbag foi inoculada com 8,4x10” cel/mL e 3,0 gMC/L, resultando em 34,9
celulas por microcarregador. Empregou-se meio de cultivo o-MEM com a mesma
suplementacdo dos Experimentos 2 a 5. O volume inicial de trabalho de 250 mL foi
restringido por apoios laterais colocados na plataforma, resultando na relagdo Amc/Asmcelibag
de 1,27. A adicdo das microesferas de alginato foi realizada com 29 h de operacdo em 50 mL
de meio de cultivo contendo 6,0x10° particulas de MA, resultando em uma relacéo de 1:1 ao
nimero de particulas de MCs inoculados. A Figura 28 apresenta as microesferas de alginato

de célcio entre os microcarregadores.

Figura 28 — Imagens dos microcarregadores e das microesferas de alginato (em detalhe) obtidas por
microscopia ética para o Experimento 6. Magnificagdo de 200x.

Fonte: acervo pessoal.
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O experimento foi operado com adicdo de 25 mL de meio de cultivo, 3 vezes
concentrado comparado ao meio inoculado, com 72 h. A agitacdo da plataforma foi de 2 rpm
e 2° nas primeiras 8 h de operacédo, passando para 5 rpme 2° até 24 h, 10 rpme 4° até 48 h,
passando para 14 rpme 8° no restante da operacdo (Figura 29).

O Experimento 6 apresentou crescimento apenas até 24 h (Figura 30), ponto
antes da adicdo das MA (realizada com 29 h). Com 48 h de operacdo todos o0s
microcarregadores estavam concentrados em bloco Unico na regido central da Cellbag
(Figura 31). A adicdo das MA e a agitacdio maior empregada quando comparada ao
Experimento 5 ndo produziram desempenho melhor, ja que no Experimento 5 a formag&o de
grumos de MCs foi observada com 72 h. Tal fato pode estar relacionado a liberagéo de ions
Ca* que formam as MA para o meio de cultivo, o que promove ligagdes célula-célula
elevando a agregacéo dos MCs (Sart et al., 2014).

Apos a verificagdo da aglomeracdo intensa dos MCs a velocidade de agitacao
foi elevada para 14 rpme 8°, a qual se mostrou eficiente em reduzir a formacdo dos grumos
de MCs, porém se constatou elevacdo do nimero de células em suspensdo, o que pode estar
relacionado ao choque entre as MA e 0s MCs, resultando na desadesdo das células na parte
externa dos MCs, as quais ja poderiam se encontrar em condi¢fes metabdlicas ndo ideais
devido ao stress provocado pela aglomeracéo dos MCs entre 24 e 48 h. Sendo assim, o grande
aglomerado de MCs formado resultou na queda da viabilidade do cultivo, a qual ndo foi

recuperada mesmo apds adicdo de meio concentrado com 72 h.
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Figura 29 - Experimento 6 - Cultivo da linhagem hMSC-TERT em meio de cultura a-MEM

suplementado com glicose, glutamina e arginina, antibiotico (10% v/v), SFB (15% v/v) e 24 mM de

bicarbonato de sodio. Adicdo de MA em relacdo 1:1 ao nimero de particulas de MCs com 29 h (seta

vermelha). Operado com adicdo de meio de cultivo concentrado (3 vezes concentrado comparado ao

meio inoculado) com 72 h (seta azul). A plataforma foi mantida durante todo o cultivo com &rea de
superficie molhada reduzida. A agitacdo da plataforma foi de 2 rpm e 2° nas primeiras 8 h de

operacdo, passando para 5 rpme 2° até 24 h, 10 rpm e 4° até 48 h, passando para 14 rpm e 8°.
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Figura 30 — Imagens de fluorescéncia dos microcarregadores obtidas por microscopia Otica para o
Experimento 6 com 24 h de operagdo. Magnificacdo de 100x.

Fonte: acervo pessoal.

Figura 31 - Experimento 6 - Imagem dos microcarregadores no fundo da cellbag com 48 h. Em

destaque os microcarregadores aglomerados na regido central da Cellbag.

Fonte: acervo pessoal.
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Experimento 7

No experimento 7 a Cellbag foi inoculada com 1,0x10° cel/mL e 2,5 gMCIL,
resultando em 50 células por microcarregador. O volume inicial de trabalho aplicado foi de
300 mL e assim como 0s anteriores, restringido por apoios laterais colocados na plataforma,
resultando na relacdo Amc/Aswcelinag de 1,27. A adicdo de Anti-Clumping foi feita com 29 h
em meio a-MEM 3 wvezes concentrado quando comparado ao meio inoculado e com
concentracdo de Anti-Clumping de 1,197:10% v/v a fim de que o meio da Cellbag apresentasse
1:10* v/v do aditivo em relacdo ao volume de trabalho apés a primeira adicdo, concentracéo
que apresentou bom resultado no controle da agregagdo dos MCs em biorreator spinner
(Luna, 2014). O aditivo Anti-Clumping € um composto quimicamente definido, ndo apresenta
na formulacdo proteinas, enzimas, hidrolisados ou componentes de composicao desconhecida
(GIBCO, EUA).

Nos experimentos anteriores se constatou que ha dificuldade em se obter uma
distribuicdo homogénea das células na fase de adeséo, o que resulta em MCs sem células ou
com poucas células. Tal situacdo pode estar relacionada a formacdo de camadas de MCs que
ndo entram em contato com as células. Sendo assim, no Experimento 7 durante a fase de
adesdo, primeiras 8 h de operacdo, a agitacdo da plataforma foi de 2 rpm e 2°, sendo que a
cada 40 min a agitagdo era elevada para 14 rpm e 8° durante 2 min a fim de possibilitar a
renovacao da camada superior de MCs. Apos, aplicou-se agitacdo de 5 rpm e 2° até 24 h, 10
rpm e 4° até 48 h, passando para 14 rpm e 8° no restante da operacgdo, a fim de melhorar a

dispersdo dos MCs (Figura 32).

Com 168 h de operacédo se realizou a medicdo do percentual de saturacdo do
meio de cultivo com ar utilizando a sonda de oxigénio para monitoramento da concentracao
de oxigénio dissolvido compativel com a Cellbag (DOOPT-Probe - GE). A medicdo obtida
pelo sistema de controle apresentou 100% de saturacdo, 0 que comprova que ndo ha limitacéo

do processo pela concentracdo de oxigénio dissolvido.
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Figura 32 - Experimento 7 - Cultivo da linhagem hMSC-TERT em meio de cultura a-MEM
suplementado com glicose, glutamina e arginina, antibiotico (10% v/v), SFB (15% v/v) e 24 mM de
bicarbonato de sodio. Operado com adicdo de meio de cultivo concentrado com Anti-Clumping (3
vezes concentrado comparado ao meio inoculado) com 29 h (seta vermelha). Adicdo de meio de
cultivo ndo concentrado e sem Anti-Clumping com 144 h (seta azul). A plataforma foi mantida
durante todo o cultivo com area de superficie molhada reduzida. A agitacdo da plataforma foi de 2 rpm
e 2° nas primeiras 8 h de operac¢do, passando para 5rpm e 5° e a0 maximo de 14 rpm e 8° ap0s 48 h.
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A agitacdo aplicada na fase de adesdo promoveu melhor distribuicdo das
células nos microcarregadores quando comparado aos experimentos anteriores, conforme
apresentado na Figura 33. Com 24 h o FE obtido foi de 2,16. Apos a adicdo do meio contendo
Anti-Clumping com 29 h de operacéo a viabilidade do cultivo caiu, sendo que a densidade de
celulas aderidas com 24 h ficou proxima a ser restabelecida apenas com 120 h. No periodo de

tentativa de restabelecimento do cultivo, entre 48 e 120 h, a welocidade especifica de
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crescimento foi baixa, com valor maximo de 0,008 h'*. Com 144 h de operacdo foi realizada
adicdo de 50 mL de meio de cultivo sem Anti-Clumping e ndo concentrado, porém o cultivo

nao apresentou recuperacdo no ponto seguinte.

Figura 33 — Imagens de fluorescéncia dos microcarregadores obtidas por microscopia 6tica no fim da

fase de adesdo no Experimento 7. Magnificagdo de 100x.

Fonte: acervo pessoal.

A presenca do agente Anti-Clumping pode ter provocado a desadesdo das
células e morte celular, visto que o nimero de células em suspensdo com 48 h foide 22% com
relacdo ao nimero de células aderidas aos microcarregadores e se manteve com media de
17,2% no restante do cultivo. No Experimento 5, no qual obteve-se o melhor desempenho,
esse valor ndo ultrapassou 6% ateé 120 h. As imagens de fluorescéncia apés a adicdo de Anti-
Clumping mostram muitos microcarregadores sem células (Figura 34) .Conforme verificado
na Figura 30, com o baixo crescimento, o nivel de glicose ndo comprometeu 0 processo € a
concentracdo de lactato se manteve baixa. A concentracdo de ambnia era de 0,65 mM com
24 h e atingiu 1,39 mM com 48 h e 2,21 mM com 72 h, valor ja préximo ao inibitorio,

chegando a 2,86 mM com 96 h, valor toxico para as CEMs.
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Figura 34 — Imagens de fluorescéncia dos microcarregadores obtidas por microscopia Gtica com 48 h
de operacdo no Experimento 7 (apos a adi¢do de Anti-Clumping). Magnificacdo de 100x.

Fonte: acervo pessoal.

O agente Anti-clumping juntamente com a velocidade de agitacdo empregada
foram eficientes em evitar a formacdo dos grumos de MCs nos tamanhos verificados nos
experimentos anteriores (Figura 35), porém o cultivo apresentou baixo FE. A adicdo do meio
com Anti-Clumping com 29 h de operagdo, juntamente com a elevada concentracdo de

amdnia podem ter provocado o baixo rendimento do cultivo.

Figura 35 - Experimento 7 - Imagem dos microcarregadores dispersados no fundo da cellbag com 72 h

de operacéo.

Fonte: acervo pessoal.
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5.4. Avaliacado dos resultados obtidos no controle de pH, aperfeicoamento da

fase de adesao e da fase de crescimento

A Figura 36 apresenta a variagdo do pH no decorrer dos cultivos realizados. A
partir do Experimento 2, em que 0 meio de cultivo foi suplementado com 24 mM de
bicarbonato de sddio foi possivel manter o controle do pH na faixa desejavel sem ser
necessario realizar intervencdes no cultivo, como trocas de meio. O Experimento 6 foi o que
apresentou maior queda de pH entre os experimentos operados com 24 mM de bicarbonato de
sodio, atingindo 6,86 com 120 h, o que pode estar relacionado ao processo de morte celular do
cultivo.

Figura 36 - Variagdo do pH nos cultivos realizados. E1: cultivo com meio suplementado com 15 mM
de bicarbonato de sodio e adicdo de meio entre 48 e 192 h. E2, E3, E4, E5, E6 e E7: cultivos com
meio suplementado com 24 mM de bicarbonato de sédio e adicdo de meio: E2 com 96 h, E3 com 72 h,
E4 com 96 e 120 h, E5 com 72, 96, 144 e 168 h, E6 com 29 e 72 h, E7 com 29 e 144 h.
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Com relagdo a eficiéncia da fase de adesdo célula-microcarregador, o0s
experimentos realizados com reducdo da area de superficie molhada apresentaram melhores
resultados. Os Experimentos 3 a 7 realizados com relagcdo Amc/Asmcelinag Modificada pela

reducdo da area de superficie molhada apresentaram melhores resultados de adeséo
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comparados aos Experimentos 1 e 2, que foram operados sem reduzir a area da Cellbag

durante a fase de adesdo (Figura 37).

Figura 37 — Percentual de células aderidas aos microcarregadores nos cultivos realizados, tendo como
base o nimero de células inoculadas. E1 e E2 com relagdo Awc/Asmceinag 0 0,77, E3 com relagdo
Amc/Asmceinag de 3,07 e E4, E5, E6 e E7 com relacéo Awc/Asmceiibag de 1,27.
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Nos Experimentos 1 e 2 a grande perda das células inoculadas, possivelmente
aderidas no fundo da Cellbag, resultou em baixa colonizacdo dos microcarregadores. Nos
Experimentos 3 - 5 a colonizacdo dos microcarregadores no término da fase de adesdo foi
desigual. Tal problema de distribuicdo das células sobre os microcarregadores no término da
fase de adesdo foi minimizado no Experimento 7, em que se aplicou elevacdo da velocidade
de agitacdo da plataforma em intervalos de tempo de 40 min a fim de permitir a renovacao da
camada externa de MCs, resultando em distribuicdo mais homogénea, como se pode verificar

na Figura 38.
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Figura 38 — Imagens de fluorescéncia dos microcarregadores obtidas por microscopia 6tica no fim da
fase de adesdo para: E1 (a), E2 (b), E3 (c), E4 (d), E5 (e), E6 (f) e E7 (g). Magnificacdo de 100x.

Fonte : acervo pessoal.
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A eficiéncia da fase de adesédo célula-microcarregador é crucial para ndo afetar
0 processo e obter bom desempenho na fase de crescimento exponencial. A adesdo é
dependente de diferentes fatores, como linhagem celular, modelo de microcarregador e meio
de cultivo empregado (Chase e Vemuri, 2012). Schop et al. (2010) obtiveram no cultivo da
linhagem human BM-MSC com microcarregador Cytodex'™-1 adesdo de 57% em meio
suplementado com SFB, ja Eibes et al. (2010) obtiveram adesdo de 100% com
microcarregador CultiSpher-S® para a mesma linhagem celular também suplementando o
meio com SFB. Com relagdo aos trabalhos sobre o cultivo de CEMs no biorreator Wave
Sistema 2/10, Akerstrém (2009) realizou a fase de adesdo em frascos- T com MC Cytodex-3 e
apos inoculou a Cellbag e Timmins et al (2012) utilizaram MC Cultispher-S e apenas
obtiveram bons resultados quando a operacdo foi realizada em hipoxia. Sendo assim, o
processo de reducdo da area de superficie molhada da Cellbag foi eficiente na melhora do
desempenho da fase de adesdo. Os Experimentos operados com reducdo da area de superficie
molhada da Cellbag (Experimentos 3 - 7) visando obter 100% das células aderidas aos MCs
mostram que é possivel realizar a etapa de adesdo de forma efetiva na Cellbag e sem operar
em hipoxia, condicdo que ndo foi alcancada nos trabalhos de Akerstrom (2009) e
Timmins et al (2012).

O Experimento 5, operado com reducdo da area de superficie molhada da
Cellbag durante todo o cultivo para evitar a adesdo dos MCs nas regides extremas da Cellbag,
apresentou 0 melhor desempenho, com FE de 4,1, sendo interrompido devido a formacédo de
grumos de MCs no fundo da Cellbag com 72 h de operagdo. Akerstrom (2009) obteve FE de 6
vezes em 18 d e Timmins et al (2012) de 16 vezesem 7 d o que, juntamente com os dados
obtidos nos experimentos realizados, mostra ser possivel almejar maiores FE realizando o
cultivo sempre em sistema fechado (etapa de adesdo na Cellbag) com operagdo em pressdes
mais baixas de oxigénio dissolvido.

Os experimentos realizados a fim de evitar a formacdo de grumos de MCs na
regido central da Cellbag (constatada no Experimento 5) e entdo permitir maior FE do cultivo,
Experimento 6 (adicdo de microesferas de alginato de célcio) e Experimento 7 (adicdo de
meio com Anti-Clumping) apresentaram queda da viabilidade do cultivo com 48 h de
operacdo devido as conseqliéncias geradas pelas alternativas estudadas com intuito de reduzir
0s grumos de microcarregadores, as quais foram operadas apés 24 h de processo.

Os procedimentos de adi¢do de microesferas de alginato de calcio e adicao de

meio com Anti-Clumping foram efetivos em controlar a formagdo dos agregados de MCs em
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biorreator spinner (Mendonga, 2013; Luna, 2014). Contudo, tais procedimentos provocaram a
gueda da viabilidade do cultivo no biorreator Wave, o que pode estar vinculado as diferencas
hidrodinamicas entre o biorreator spinner e o biorreator Wave, o qual apresenta um ambiente
de cultivo heterogéneo devido a segregacdo dos MCs em regibes da Cellbag, o que também
pode alterar as condicdes fisiologicas das CEMs, deixando-as mais sensiveis as condicdes de
operacgéo.

A Tabela 3 apresenta uma sintese das condicdes de operacdo e os dados
obtidos do percentual de adesdo célula-microcarregador, wvelocidade especifica de
crescimento, fator de expanséo e relacdo de producdo de lactato por glicose consumida e

producdo de amdnia por glutamina consumida para os experimentos realizados.

Tabela 3 — Resumo de condigdes utilizadas e resultados obtidos no conjunto de experimentos
realizados neste trabalho.

Parimet Experimento

arametro = o pes 2 5 5 7
Xo (cel/mL) 10E5 10E5 750E4 945E4 823E4 8,39E4 1,0E5
Viniciar (ML) 300 300 300 300 300 250 300

NceI/NMC

(Nes/Nune 50 50 %0 47 41 35 50

com relago &s (13) (31) (38)

células aderidas)

AwclAsvcanag 077 077 307 127 127 127 1,27
Adesdo (%) 257 61,7 759 1041 1005 1095 850

(h) 6h) (7h) (85h) (75h) (77h) (81h)  (8h)
u (h) 0026 0021 0010 0012 0021 0027 0032
ty (h) 26,7 330 6931 578 330 257 21,66
FE

) 261 184 232
FE | 1 , ,
(Egmeedo 06 (@an) (305 225 413 141 216
aderidas)
Yiacigii 093 108 060 052 027 0,29 033
(mol/mol)
Ynkisialu 054 020 016 019 ND ND ND
(mol/mol)

Dados literatura: Yiacgie (Mol/mol) = 2,0; Ynuzigin (Mol/mol) = 1,63 (Schop, 2010).
ND: anélises ndo determinadas.
*Experimentos 1, 2 e 3 com corregdo da relacdo N¢e/Nycem fungdo do nimero de células aderidas.

As baixas relagdes de producdo de lactato e amobnia quando comparados aos
valores descritos na literatura (Yac/gic = 2,0 mol/mol e Ynnzgn = 1,63 mol/mol - Schop, 2010)
podem estar relacionados a alteracbes no metabolismo celular devido a possivel condicéo de
hip6xia predominante submetida ao elevado nimero de microcarregadores presentes nos
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aglomerados (Santos et. al., 2010) juntamente com o fato de haver gradientes de concentracdo
de metabolitos e nutrientes, o que caracteriza o sistema bifasico solido - liquido
(microcarregador - meio de cultura) em estudo.

Analisando as relagBes de Amc/Asmcelbag aplicadas e o percentual de células
aderidas no término da fase de adesdo percebe-se que com a operacdo com area de superficie
molhada da Cellbag reduzida, Amc/Asmvceinag de 1,27, foi efetiva em obter a totalidade das
células aderidas aos microcarregadores. A relacao de 50 células por microcarregador promove
saturacdo dos MCs, intensificada pela distribuicdo ndo homogénea das células sobre os MCs
na fase de adesdo, o que provoca maior producdo de matriz extra-celular e aumenta a
aglomeracgé@o dos MCs, o que pode ter resultado no baixo rendimento dos experimentos (Ng;
Berry; Butler, 1996).

O Experimento 1, no qual houve perda de células na fase de adeséo, resultando
em 13 células por MC, apresentou FE de 10 vezes (considerando o nimero de células
aderidas no téermino da fase de adesdo). Assim, o aumento do FE esta relacionado & reducédo
do nimero de células inoculadas por MC, assim como promover a distribuicdo homogénea
das células sobre os MCs, operar o cultivo com a area de superficie molhada da Cellbag
reduzida (Amc/Asmcelinag de 1,27) para ndo haver perda de células na fase de adeséo e adeséo
dos MCs nas regides extremas, juntamente com o aprimoramento das alternativas estudadas
para evitar a formacdo de agregados de MCs na regido central do liquido. Nos trabalhos
desenvolvidos no LATECC para cultivo de CEMs com microcarregador Cultispher-S e meio
a-MEM suplementado com 15% v/v de SFB em biorreator spinner, tem-se obtido FE na
ordem de 13 vezes (Mendonga, 2013; Luna, 2014) o que evidencia que o biorreator Wave é
forte candidato no desenvolvimento de processos de cultivo de CEMs em larga-escala de

acordo comas normas de BPF.
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6.

Conclusoes

A analise dos resultados obtidos permite chegar as seguintes conclusées:

1. Com o decorrer do cultivo a producdo de matriz extracelular gera a formacédo de

agregados de MCs e tende a dificultar a movimentacdo dos mesmos no liquido. O
sensor de temperatura do biorreator gera uma pequena elevacdo na base da Cellbag, o
que causa a retencdo dos MCs nessa regido. O movimento de ondas em apenas uma
direcdo acaba ndo sendo eficiente na manutencdo da distribuicdo homogénea dos
MCs. Nesse sentido, o sistema de vibracdo acoplado na parte superior da Cellbag se
mostrou efetivo em movimentar os MCs e em reduzir a adesdo nas regides extremas
da Cellbag.

A érea de superficie molhada, por ser distribuida de forma plana, reduz a relacéo entre
Awmc/Asmcelibag, 0 que permite que as células sedimentem sobre a Cellbag, e por
consequéncia diminui a eficiéncia da fase de adeséo célula-microcarregador. Sendo
assim, a estratégia de reduzir a area de superficie molhada, aumentado a relacdo
Awmc/Asmcelnag,, apresentou resultado efetivo na eficiéncia de adesdo das celulas

inoculadas.

O conjunto de dados obtidos revelou bom potencial do biorreator Wave para o cultivo
de CEMs ao se obter valor de velocidade especifica de crescimento na ordem de
0,026 h*, semelhante ao alcancado em outros sistemas convencionais de cultivo. O
fator de expansdo celular obtido nos experimentos, de 4,1 vezes com adesdo de 100%
e 41 células por MC e de 10 vezes considerando o namero de células aderidas, com 13
celulas por MC, mostram que € possivel alcangar elevado rendimento do cultivo,

realizando a etapa de adesdo na Cellbag.
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4. A melhora da fase de crescimento é dependente de procedimentos que impecam a
concentracdo de MCs em determinadas regibes e a formacao de depoésitos de MCs nos
extremos da Cellbag sem que 0 movimento provoque condicdes de estresse as células
e a desadesdo celular. Outro fator relevante esté relacionado ao regime de renovagao
do meio de cultivo para que ndo ocorra reducdo da concentracdo de nutrientes e a

concentracdo de metabdlitos tdxicos ndo alcance niveis inibitorios.

5. Realizando uma analise geral do comportamento mostrado do biorreator Wave neste
trabalho pode-se dizer que sua utilizacdo na expansdo de CEMs em larga escala €
tecnicamente vidvel e que, apesar dos rendimentos celulares obtidos ainda serem
ligeiramente inferiores aos de outros tipos de biorreatores de referéncia como o

spinner, ainda apresenta potencial para superar este sistema de pequena escala.
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7.

Sugestdes para trabalhos futuros

Como sugestdes para trabalhos futuros tem-se:

Analisar o comportamento do biorreator Wave em condi¢do de hipoxia a fim de
averiguar o efeito benéfico que a oxigenacdo baixa acarreta no desempenho do cultivo
das CEMs no biorreator Wave.

Avaliar o sistema de vibracdo desenvolvido sendo acoplado na parte inferior da
Cellbag, diretamente em contato com o meio de cultura, a fim de evitar a segregacédo
dos microcarregadores em regifes do fluido sem que cause danos as células e as

consequéncias desse fendmeno nas CEMs.

Estudar uma alternativa ao uso do hidrogel de alginato de célcio que dispense 0 uso de
calcio para diminuir o grau de agregacdo celular e prolongar a fase de crescimento

sadio, sem limitacGes nutricionais.

Realizar o cultivo das CEMs em Cellbag adaptada para operar em perfusdo. Esse
modelo de Cellbag permite realizar a troca do meio de cultivo, retirando o meio com
metabdlitos toxicos e inserindo meio de cultura fresco, o que pode melhorar o

desempenho da fase de crescimento.

Realizar o cultivo da linhagem priméria de CEMs a fim de verificar se o processo de
expansdo em frascos-T e o cultivo na Cellbag avaliados para a linhagem continua é

aplicavel & linhagem primaria.

Estudar o comportamento do cultivo das CEMs na Cellbag com baixa relacdo entre o

nimero de células inoculadas por nimero de microcarregadores.
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APENDICE 1

Apéndice 1. Curva padrdo da andlise de células viaveis pelo método MTT

para os experimentos realizados.

Experimento 1

1,0x10° ] =
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Figura 39 — Curva padrdo da analise de MTT — Experimento 1. Equacdo daretay =ax +b, (a =2E6 e
b = 24753), com coeficiente de correlagdo de 0,991.

Experimento 2
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Figura 40 — Curva padrdo da analise de MTT — Experimento 2. Equacdo da retay =ax +b, (a =2E6 e
b =19754), com coeficiente de correlagdo de 0,996.
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Experimentos 3 e 4
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Figura 41 — Curva padrdo da analise de MTT — Experimentos 3 e 4. Equacdodaretay=ax+ b, (a =
2E6 e b = 32628), com coeficiente de correlagao de 0,998.

Experimento 5
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Figura 42 — Curva padrdo da analise de MTT — Experimento 5. Equacdo daretay =ax + b, (a =2E6 e
b = 45982), com coeficiente de correlagéo de 0,995.
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Experimento 6
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Figura 43 — Curva padrdo da analise de MTT — Experimento 6. Equacdo daretay =ax +b, (a = 1E6 e
b = 44141), com coeficiente de correlagdo de 0,997.

Experimento 7
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Figura 44 — Curva padrdo da analise de MTT — Experimento 7. Equacdo daretay =ax + b, (a =2E6 e
b =90752), com coeficiente de correlagéo de 0,995.
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APENDICE 2

Apéndice 2. Dados de velocidade e angulo de agitacido da plataforma; pH;
porcentagem de CO, na entrada de gas da Cellbag; concentracgéo de glicose,
glutamina, arginina, lactato e amoénia; numero de células aderidas aos

microcarregadores e células em suspenséo para os experimentos realizados.

Experimento 1

Tabela 4 — Experimento 1 - NUmero de células aderidas aos microcarregadores e células em
suspensao.

NuUmero de células NUmero de células em

Tempo (h) . Desvio Padréo x

aderidas suspensao

6 7,72E+06 9,90E+04 1,01E+07

29 2,04E+07 4,89E+05 5,70E+06

50 3,57E+07 5,08E+05 2,36E+06

75 497E+07 1,22E+06 7,64E+06

120 7,89E+07 1,89E+06 8,44E+06
143 793E+07 1,71E+06 8,16E+06
171 3,05E+07 1,01E+06 9,99E+06
194 3,61E+07 1,18E+06 1,32E+07

Tabela5 — Experimento 1 - Dados de glicose, glutamina, arginina, lactato e amonia.

Glicose  Glutamina  Arginina Lactato Amonia

Tempo (M) (mmoly  (mmol)  (mmol)  (mM)  (mM)
0 333 135 077
6 241 110 145
29 213 095 240 034
50 226 087 061 360 050
75 262 113 522
98 241 120 002 629 149
120 172 128 739
143 151 121 002 827 222
171 114 143 852
194 108 175 003 892 260
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Tabela 6 — Experimento 1 - Dados de velocidade e angulo de agitagdo da plataforma, pH e
porcentagem de CO, da atmosfera do meio de cultivo

Temno Agitacao
(h)p CO:(%)  pH rpm ’ gangulo
6 50 7,23 2 2
29 50 7,12 2 2
50 50 7,08 5 2
75 45 6,97 7 4
98 35 6,89 10 4
120 0,0 6,98 10 4
143 0,0 6,73 10 4
171 0,0 6,72 10 4
194 0,0 6,70 10 4

Experimento 2

Tabela 7 — Experimento 2 - Namero de células aderidas aos microcarregadores e células em
suspenséo.

Namero de células NUmero de células em

Tempo (h) . Desvio Padréo x
aderidas suspenséo
7 1,84E+07 4,10E+05 4,36E+06
25 257E+07 6,44E+05 516E+06
45,5 414E+07 1,02E+06 4,90E+06
69 4,73E+07 1,16E+06 6,17E+06
93,5 6,20E+07 9,10E+05 9,90E+06
1175 447E+07 7,74E+05 1,13E+07
145 4,13E+07 8,42E+05 1,87E+07

Tabela 8 — Experimento 2 - Dados de glicose, glutamina, arginina, lactato e aménia.

Glicose  Glutamina  Arginina Lactato Amdnia

Tempo (M) ymoy — (mmol)  (mmol)  (mM)  (mM)
7 317 159 066 309 026
25 286 135 449
45,5 246 117 054 637 062
69 197 089 060 911
935 1,25 051 11,90 217
1175 071 034 14,00
145 0,00 018 004 1710 406
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Tabela 9 — Experimento 2 - Dados de velocidade e angulo de agitagdo da plataforma, pH e
porcentagem de CO, da atmosfera do meio de cultivo

Tempo Agitacao
(h)p CO:(%)  pH rpmg géngulo
7 50 7,35 2 2
25 50 7,36 2 2

45,5 50 7,32 5 2
69 3.0 127 5 4
93,5 20 711 5 5

1175 45 7,38 6 5

145 45 7,26 6 5

Experimento 3

Tabela 10 — Experimento 3 - Namero de células aderidas aos microcarregadores e células em
Suspensao.

NUmero de células NUmero de células em

Tempo (h) Desvio Padréo

aderidas suspenséo

4 2,19+07 2,50E+05 8,20E+06
85 1,71E+07 150E+05 4,39E+06
25 3,53E+07 1,60E+05 2,04E+06
45,5 3,05E+07 7,23E+05 6,58E+06
69,5 3,37E+07 1,30E+05 6,02E+06
93,5 5,22E+07 150E+05 7,14E+06
118 3,24E+07 8,04E+05 6,24E+06

Tabela1ll — Experimento 3 - Dados de glicose, glutamina, arginina, lactato e amdnia.

Tempo (h) Glicose  Glutamina  Arginina Lactato Amdnia

(mmol) (mmol) (mmol)  (mM) (mM)
4 3,16 1,84 0,61 2,46
85 3,10 1,80 2,53 0,20
25 2,83 153 2,98
45,5 2,58 1,20 051 3,62 0,60
69,5 222 1,05 527
935 2,06 1,05 047 6,49 123
118 1,66 093 0,29 8,84 191
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Tabela 12 — Experimento 3 - Dados de velocidade e angulo de agitacdo da plataforma, pH e
porcentagem de CO, da atmosfera do meio de cultivo

Temno Agitacao
(h)p CO:(%)  pH rpm ’ gangulo
4 50 7,30 4 2
8,5 45 1,37 5 2
25 45 742 7 4

45,5 50 7,39 7 4
69,5 50 1,27 10 4
93,5 5,0 7,30 10 4
118 50 7,17 10 4

Experimento 4

Tabela 13 — Experimento 4 - Namero de células aderidas aos microcarregadores e células em
SUSPensao.

Namero de células NuUmero de células em

Tempo (h) Desvio Padréo

aderidas suspensdo

4 1,88E+07 154E+05 5,25E+06
75 2,92E+07 5,19E+05 3,65E+06
24,75 196E+07 2,71E+05 2,13E+06
46 524E+07 8,19E+05 3,80E+06
70 4,32E+07 4,85E+05 3,37E+06
93,5 6,39E+07 152E+06 5,26E+06
1175 4,85E+07 8,58E+05 5,96E+06
1415 3,77E+07 5,85E+05 7,81E+06

Tabela 14 — Experimento 4 - Dados de glicose, glutamina, arginina, lactato e aménia.

Glicose  Glutamina  Arginina Lactato Amonia

Tempo (M) (mmoly  (mmol)  (mmol)  (mM)  (mM)
4 309 192 070 182
75 304 186 199 020
24,75 276 148 050 238
16 252 120 286 064
70 207 100 345
93,5 166 093 036 436 132
1175 150 095 483 160
1415 139 101 013 542 191
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Tabela 15 — Experimento 4 - Dados de velocidade e angulo de agitacdo da plataforma, pH e
porcentagem de CO, da atmosfera do meio de cultivo

Tempo Agitacéo Sistema de
(h)p CO: (%)  pH rpm ’ géngu lo Vibragao
4 5,0 7,38 5 2 desligado
75 55 7,38 5 2 desligado
24,75 5,6 734 5 5 5sacada 4 min
46 58 731 7 5 5sacada 10 min
70 55 723 8 5 5sacada 10 min
93,5 48 715 9 5 5sacada 10 min
1175 40 7,08 9 5 5sacada 10 min
1415 2,0 711 9 5 5sacada 10 min

Experimento 5

Tabela 16 — Experimento 5 - Namero de células aderidas aos microcarregadores e células em
suspensao.

NuUmero de células NUmero de células em

Tempo (h) : Desvio Padréo <
aderidas suspenséo
8 2,48E+07 4,14E+05 1,50E+06
24 491E+07 1,31E+06 2,95E+06
46,5 9,28E+07 3,16E+06 4,32E+06
715 1,00E+08 1,85E+06 2ATE+06
94,5 1,02E+08 155E+06 527E+06
118,5 4,86E+07 6,69E+05 6,79E+06
146 522E+07 154E+06 6,24E+06
168 3,80E+07 8,45E+05 7,04E+06

Tabela 17 — Experimento 5 - Dados de glicose, arginina, lactato e amonia.

Glicose Arginina Lactato Amonia

Tempo () (mmoly  (mmol)  (mM)  (mM)
0

8 395 054 164 025

24 360 199 032

46,5 067 046

715 234 335 059

94,5 075 080

1185 413 503 088

146 075 179

167 469 586 211
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Tabela 18 — Experimento 5 - Dados de velocidade e angulo de agitacdo da plataforma, pH e
porcentagem de CO, da atmosfera do meio de cultivo

Temno Agitacao
(h)p CO:(%)  pH rpm ’ gangulo
0
8 10,0 7,28 2 2
24 10,0 7,19 5 5

46,5 8.2 7,20 5 5
71,5 7,6 7,15 5 5
94,5 7,0 714 5 5

1185 75 7,07 10 6
146 6,5 7,06 15 6
167 7,0 7,07 15 6

Experimento 6

Tabela 19 — Experimento 6 - Namero de células aderidas aos microcarregadores e células em
suspenséo.

Namero de células NUmero de células em

Tempo (h) Desvio Padréo

aderidas suspenséo

0,0
8,8 2,30E+07 3,50E+05 2,10E+07
24,7 3.54E+07 9,20E+05 4,06E+06
46,0 2,74E+07 7,55E+05 2,42E+06
70,0 2,42E+07 3,39E+05 2,85E+06
95,0 3,03E+07 7,98E+05 8,28E+06
119,0 2,07E+07 2,A5E+05 9,87E+06

Tabela 20 — Experimento 6 - Dados de glicose, arginina, lactato e amonia.

Glicose Arginina Lactato Amonia

Tempo (h) (mmol)  (mmol) (MM)  (mM)
0,0
88 0,57 0,24
24,7 2,78 052 1,86 0,36
46,0 321 0,71 2,69 0,69
70,0 2,60 047 342 136
95,0 5,04 1,75
1190 2,84 582 218
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Tabela 21 — Experimento 6 - Dados de velocidade e angulo de agitacdo da plataforma, pH e
porcentagem de CO, da atmosfera do meio de cultivo

Tempo Agitacao
(h)p CO:(%)  pH rpmg géngulo
0,0 9,0 7,28 2 2
8,8 9,0 721 2 2
24,7 8,0 7,29 5 2
46,0 8,5 7,12 10 4
70,0 7,0 712 14 8
95,0 6,5 701 14 8
1190 55 6,87 14 8

Experimento 7

Tabela 22 — Experimento 7 - Namero de células aderidas aos microcarregadores e células em
Suspensao.

NUmero de células NUmero de células em

Tempo (h) Desvio Padréo

aderidas suspenséo

0,0 3,00E+07

85 2,55E+07 3,87E+05 4,50E+06

24,0 6,47E+07 1,61E+05 4,76E+06
46,7 4,19E+07 7,95E+05 9,29E+06
70,7 440E+07 2,96E+05 8,29E+06
94,0 496E+07 3,51E+05 8,78E+06
118,3 594E+07 1,42E+05 957E+06
142,0 503E+07 8,89E+05 8,25E+06
166,0 3,94E+07 2,86E+05 6,72E+06

Tabela 23 — Experimento 7 - Dados de glicose, arginina, lactato e amonia.

Glicose Arginina Lactato Amonia

Tempo () moty  (mmol)  (MM)  (mM)

0 466 113 017

85 453 078 120 038

24 509 068 152 065

46,67 492 074 182 139

70,67 405 055 208 221

%4 343 026 257 286
142 292 637
166 326 639
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Tabela 24 — Experimento 7 - Dados de velocidade e angulo de agitacdo da plataforma, pH e
porcentagem de CO, da atmosfera do meio de cultivo

Tempo Agitacdo
(h)p CO:(%)  pH rpm ’ gangulo
0 10,0 7,34 2 2
85 10,0 1,27 2 2
24 85 7,20 5 5

46,67 75 7,21 12 7

70,67 75 7,09 14 8
94 55 7,09 14 8

118,33 25 7,13 14 8
142 15 117 14 8
166 3.0 7,06 14 8
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Apéndice 3. Tabelas com as concentracdes de aminoacidos para o0s

experimentos realizados.

Experimento 1

Tabela 25 — Concentragfes de aminoécidos para o Experimento 1.

AN AT Concentracéo (mM)

48 h 96 h 144h  192h
asp 0,162 0,188 0,214 0,182
glu 0,724 1017 1198 0,960
asn 0292 0282 0162 0,269
ser 0151 0141 0332 0,136
gln 2265 1887 2013 1,670
gli 0,739 0692 0948 0815
his 0158 0163 0203 0,179
arg 2275 0067 0057 0,067
thr 0290 018 0200 0,192
ala 0589 0687 0857 0,795
pro 0395 0404 0481 0450
tyr 0226 0214 0222 0183
val 0476 0416 0458 0,389
met 0068 0066 0111 0,061
cis 0129 0102 0074 0,059
ile 039% 0475 0484 0436
leu 0401 0376 0417 0367
phe 0219 0222 0258 0,224
lis 0413 0392 0441 0380
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Experimento 2

Tabela 26 — ConcentragBes de aminoécidos para o Experimento 2.

Aminoacido

asp
glu
asn
ser
gln
gli
his
arg
thr
ala
pro
tyr
val
met
cis
ile
leu
phe
lis

8h
0,100
0,298
0,149
0,286
2,317
0,639
0,150
2,277
0,263
0412
0,326
0,172
0,402
0,061
0,091
0,334
0,348
0,183
0,330

Concentracédo (mM)

48 h
0,120
0,605
0,142
0,259
1,955
0,719
0,154
2,070
0,249
0,524
0,358
0,186
0432
0,069
0,093
0,348
0,349
0,192
0,331

106

72h

0,178
1211
0,320
0,157
1,905
0,862
0,198
2420
0,252
0,802
0491
0,225
0,506
0,075
0,096
0,443
0418
0,255
0,448

144 h
0,005
2,723
0,315
0,147
0,174
1,106
0,242
0,178
0,409
1,224
0,760
0,290
0,520
0,094
0,068
0,552
0,482
0,334
0,182

168 h
0,238
2,381
0,308
0,151
0,160
1,122
0,228
0,064
0,215
1,538
0678
0,263
0,545
0,089
0,055
0,605
0,502
0,359
0,460



APENDICE 3

Experimento 3

Tabela 27 — Concentragbes de aminoéacidos para o Experimento 3.

Aminoacido

asp
glu
asn
ser
gln
gli
his
arg
thr
ala
pro
tyr
val
met
cis
ile
leu
phe
lis

Concentracédo (mM)

48 h
0,116
0,686
0,146
0,245
1,790
0,745
0,150
2,051
0,226
0,504
0,346
0,178
0,394
0,060
0,080
0,332
0,353
0,184
0,334

107

96 h
0,150
0,976
0,172
0,333
2,010
0,832
0,231
1978
0,182
0,769
0,459
0,223
0494
0,075
0,079
0,448
0431
0,243
0414

120 h
0,144
1,109
0,325
0,168
1,779
0,891
0,218
1,313
0,233
0,836
0,488
0,246
0,509
0,077
0,082
0,494
0,449
0,260
0,456



APENDICE 3

Experimento 4

Tabela 28 — ConcentragBes de aminoécidos para o Experimento 4.

Concentracédo (mM)

Aminoacido - “ugh osh  1a4h
asp 0109 0111 0133 0151
glu 0363 0705 0964 114
asn 0250 0220 0180 021
ser 0260 0224 0251 0237
gin 2309 1351 1422 1329
ol 0748 0652 0715 0733
his 0159 0153 0149 0159
arg 2345 1776 1370 0422
thr 0253 0177 0479 0165
ala 0450 0517 0658 0747
oro 0348 0329 0383 0405
tyr 0177 0155 0188 0185
val 0395 0344 0362 0351
met 0064 0054 0063 0065
cis 0095 0068 0061 0057
ile 0342 0305 0371 0441
leu 0367 0310 0350 0356
ohe 0176 0170 0200 0201
lis 0363 0331 0383 0359

108



APENDICE 3

Experimento 5

Tabela 29 — Concentragbes de aminoéacidos para o Experimento 5.

Aminoacido

asp
glu
asn
ser
gln
gli
his
arg
thr
ala
pro
tyr
val
met
cis
ile
leu
phe
lis

Concentracédo (mM)

48 h
0,122
0,545
0,175
0,286
2,308
0812
0,177
2,336
0,258
0,518
0,383
0,194
0,405
0,069
0,116
0,353
0,364
0,197
0,394

109

96 h
0,167
0,732
0,148
0,310
2,565
0,895
0,198
2475
0,243
0,657
0,464
0,223
0,468
0,075
0,128
0421
0,410
0,224
0412

144 h
0,227
1,393
0,125
0419
2,383
1,092
0,252
2,405
0,276
0,873
0,591
0,257
0,513
0,093
0,168
0,557
0,524
0,294
0,507



APENDICE 3

Experimento 6

Tabela 30 — ConcentracBes de aminoécidos para o Experimento 6.

Concentracédo (mM)

Aminoacido o 24h  46h  T72h
asp 0135 0114 0146 0128
glu 0354 0424 0779 1029
asn 0224 0258 0261 0216
ser 0200 0227 0275 0230
gin 3236 3107 3605 2641
ol 0677 0613 0732 0599
his 0187 0205 0240 0234
arg 2287 2153 2503 1714
thr 0281 0287 0324 0197
ala 0483 0478 0664 0727
oro 0371 0382 0473 0443
tyr 0173 0471 0207 0182
val 0341 0332 0406 0360
met 0085 0082 0102 0090
cis 0100 0099 0128 0094
ile 0311 0308 0365 0342
leu 0363 0352 0428 0379
ohe 0209 0209 0240 0227
lis 0368 0375 0428 0409

110



APENDICE 3

Experimento 7

Tabela 31 — Concentragfes de aminoéacidos para o Experimento 7.

Aminoacido

asp
glu
asn
ser
gln
gli
his
arg
thr
ala
pro
tyr
val
met
cis
ile
leu
phe
lis

8h
0,110
0,366
0,238
0,252
3,663
0,882
0,214
2,589
0,308
0,532
0,420
0,190
0,385
0,098
0,111
0,353
0,398
0,226
0,375

Concentracédo (mM)

24 h
0,098
0473
0,264
0,249
3,043
0,838
0,217
2,309
0,297
0,528
0,408
0,177
0,356
0,091
0,097
0,324
0,381
0214
0410

111

48 h
0,110
0,741
0,301
0,250
3,198
0,641
0,240
2,373
0,253
0,648
0444
0,187
0,382
0,097
0,103
0,348
0,397
0,223
0,410

96 h
0,129
1,144
0,246
0,220
2,555
0,643
0,268
1,869
0,187
0,848
0,500
0,203
0,399
0,104
0,082
0,392
0424
0,250
0,439

142 h
0,128
1,408
0,215
0,227
2,103
0,581
0,277
0,963
0,151
0,966
0,504
0,201
0,402
0,108
0,057
0421
0,440
0,260
0,452



