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RESUMO

O interesse no uso das células estromais mesenquimais (CEMs) tem aumentado nos
ultimos 10 anos como consequéncia do crescente descobrimento de suas caracteristicas
atraentes na regeneracao de 6rgao e tecido, no campo da terapia celular e engenharia de
tecidos. Apesar de estar presente na maioria dos érgaos e tecidos pds-natais, a quantidade
de CEMs requeridas para iniciar qualquer tratamento clinico é insuficiente e por isso ha
necessidade de sua expansdao in vitro. Sistemas de cultivo com o uso de microcarregadores
e biorreatores, como o tradicional tanque agitado, sdo apresentados como a proposta mais
imediata, permitindo obter altas densidades celulares em um ambiente 3D mais parecido
com o in vivo. Apesar do tanque agitado ser o mais utilizado em varios bioprocessos, em
cultivo de células aderentes tem apresentado algumas limitacdes relacionadas com a
distribuicdo heterogénea de forcas hidrodindmicas dentro do biorreator e a dificuldade para
controlar o tamanho de agregados formados durante o cultivo, afetando finalmente o
rendimento do processo de obtencdo de células viaveis e funcionais necessarias nos
tratamentos clinicos. Uma proposta bastante promissora de biorreator por apresentar
baixas e mais homogéneas tensdes de cisalhamento, transferéncia de oxigénio satisfatoria
e facilidade no escalonamento é o Biorreator de Escoamento em Vortices de Taylor (BEVT).
Em um estudo preliminar, o BEVT, com um volume de trabalho de 60 mL, se mostrou
promissério no cultivo de uma linhagem de CEMs imortalizadas aderidas a
microcarregadores, apresentando tamanhos controlados de agregados celulares (<400 pum)
em condicOes de baixas tensbes de cisalhamento e com suficiente transferéncia de
oxigénio. Nesse sentido, o presente trabalho envolveu a construgéo e o estudo de um BEVT
com um volume de trabalho de 100 mL, para o cultivo de CEMs primarias usadas
atualmente nos tratamentos clinicos. Desse modo, a avaliagdo adicional de pardmetros
hidrodinamicos importantes como a velocidade minima de suspensédo de particulas (Ns1) e
tempo de mistura (Bm) em diferentes condi¢cdes de rotacéo, foram abordados para duas
configuracdes de cilindro interno, nomeados neste estudo como redondo e deformado.
Nesta avaliagdo o BEVT com o cilindro interno deformado apresentou melhor performance
e foi o escolhido nos estudos de cultivo. Para esta configuragdo foram obtidos valores de
Ns1 entre 70 e 90 rpm, usando uma concentracdo de 1 a 3 g de microcarregagores/mL, e
um B, maximo de 21+2,2 segundos para uma velocidade de rotagédo de 50 rpm. Os cultivos
de expansao de CEMs derivadas de cordao umbilical e tecido adiposo em 1 e 3 g/L de
Cultispher®S, usando o meio de cultivo alfa MEM com 10 % SFB, confirmaram a melhor
modulagédo da agregacéo apresentada no BEVT, em comparacdo com o frasco Spinner,
em condi¢Bes de baixo cisalhamento, confirmadas através da atividade da enzima LDH, e
com transferéncia de oxigénio adequada, obtendo fatores de expansao de até 17 vezes de
CEMs viaveis e funcionais. Desta forma, estes resultados apresentam o BEVT como uma
alternativa bastante promissoria para o cultivo de CEMs em larga escala para a terapia
celular.

Palavras chave: Células estromais mesenquimais (CEMs) humanas. Biorreator de
Escoamento em Vértices de Taylor (BEVT). Agregados em sistemas de cultivo agitado
baseado em microcarregadores. Critério de suspensao (Ns1). Tempos de mistura (6m).



ABSTRACT

Interest in the use of mesenchymal stromal cells (MSCs) has increased in the last 10 years
because of the increasing discovery of its special characteristics for the treatment of
diseases through cell therapy or tissue engineering. Despite being in the majority of
postnatal organs and tissues, the amount of MSCs required to initiate any clinical treatment
is insufficient and therefore the necessity of its in vitro expansion. Cultivation systems with
the use of microcarriers and bioreactors, such as the stirred tank, are presented as the
immediate proposal, allowing to obtain high cellular densities in a 3D environment. However,
the stirred tank presents some limitations related to the distribution of hydrodynamic forces
within the bioreactor and the difficulty in controlling the size of aggregates formed during
cultivation, ultimately affecting the process yield of obtaining viable cells. A highly promising
bioreactor proposal for presenting low and more homogeneous shear stresses, satisfactory
mass transfer and ease of scaling is the Taylor Vortex Flow Bioreactor (TVFB). In a
preliminary study, the BEVT, with a work volume of 60 mL, was promising in the cultivation
of a line of immortalized CEMs attached to microcarriers, presenting controlled sizes of
cellular aggregates (<400 ym) under conditions of low shear stresses and with sufficient
oxygen transfer. In this sense, the present work involved the construction and the study of
a BEVT with a work volume of 100 mL, for the cultivation of primary CEMs currently used in
clinical treatments. Thus, the additional evaluation of important hydrodynamic parameters,
such as the minimum velocity of suspension of particles (Ns1) and time of mixing (6m) in
different conditions of rotation, were approached for two internal cylinder configurations,
named in this study as round and deformed. In this evaluation the BEVT with the deformed
inner cylinder presented better performance and was chosen in the culture studies. For this
configuration Ns; values between 70 and 90 rpm were obtained using a concentration of 1
to 3 g of microcarregages/mL and a maximum 6, of 21+2,2 seconds for a rotation speed of
50 rpm. Cultivation of umbilical cord derived CEMs cultures and Cultispher®S 1 and 3 g/ L
adipose tissue using the 10% SFB alpha MEM culture medium confirmed the best
modulation of the aggregation presented in the BEVT, compared to the Spinner flask, under
low shear conditions, confirmed by the LDH enzyme activity, and with adequate oxygen
transfer, obtaining factors of expansion of up to 17 times of viable and functional CEMs.
Thus, these results present the BEVT as a very promising alternative for the cultivation of
large-scale CEMs for cell therapy.

Keywords: Human Mesenchymal Stem Cells (hMSCs). Taylor Vortex Flow Bioreactor
(TVFB). Aggregation of MSC in microcarrier-based culture system. Minimum speed of
suspension (Ns1). Mixing time (6m).
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Introducao

1. INTRODUCAO

Nos ultimos 25 anos o interesse no uso de células estromais mesenquimais
(CEMs) tem aumentado na terapia clinica devido principalmente as suas
carateristicas Unicas. CEMs séo definidas como células ndo diferenciadas com
capacidade de auto-renovacao, potencial de diferenciagdo em varios tipos distintos
de células mais especializadas (SENSEBE; BOURIN, 2009) e com a capacidade de
ativar mecanismos imunossupressores na modulacdo de quadros inflamatoérios
(ENGLISH, 2013). Algumas dessas caracteristicas foram observadas inicialmente
por Thomson em 1998, nas células embrionéarias, e posteriormente em células
extraidas da medula 6ssea de um adulto. As células embrionarias apresentadas nos
primeiros estagios do desenvolvimento embrionario na fase de blastocisto, contam
com a capacidade de dar origem as células das trés camadas germinais
(THOMSON, 1998). Contudo, o uso dessas células esta restringido por questdes
éticas em varios paises, devido a necessidade de destruicdo do embrido para sua
obtencdo (MCLAREN, 2001).

Em contrapartida, as CEMs adultas sdo células encontradas na maioria dos
tecidos e oOrgdos apdés o desenvolvimento embrionario, caraterizadas por se
diferenciarem em células especializadas do mesmo tecido e/ou 6rgao do qual foram
extraidas ou em outros tipos celulares, qualidade denominada de plasticidade
celular (GODARA; MCFARLAND; NORDON, 2008; LAKSHMIPATHY; VERFAILLIE,
2005; ZUK et al., 2002). Essas caracteristicas das CEMs adultas as tornam uma
alternativa bastante promissora no tratamento de doencas autoimunes e/ou
degenerativas, que os métodos tradicionais da medicina ndo tém conseguido
combater com sucesso. Alguns dos estudos no tratamento de doencgas coronarias,
pulmonares, infarto do miocardio e fistulas perianais, entre outros, estdo sendo
realizados utilizando as CEMs derivadas de varias fontes, e podem ser seguidos no

site https://clinicaltrials.qov/.

Dentre os estudos mais recentes, esta o realizado pelo grupo de Garcia

Olmos no Hospital da Paz em Madrid (Espanha), que apresentou resultados
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importantes no tratamento da doenga de Crohn, uma doenga autoimune que vinha
apresentando poucos avangos, inclusive através de procedimentos cirdrgicos.
Estes resultados, obtidos durante a fase Il em estudos clinicos de 49 hospitais em
8 paises apos testes de toxicidade e eficacia dos procedimentos avaliados nas fases
| e ll, ttm apresentado grande sucesso na aplicagdo de uma ou varias doses de
milhdes de células, dependendo da gravidade do paciente, evidenciando a
necessidade de grandes quantidades de células para o inicio e continuacdo do
tratamento (PANES et al., 2016).

Apesar das CEMs adultas serem encontradas em diversos 6rgdos e
tecidos, a sua disponibilidade de obtencdo é muito baixa, na medula 6ssea, por
exemplo, menor que 0,0001% (CAPLAN, 2007), tornando-se um grande desafio a
utilizacdo dessas células nos tratamentos clinicos, ja que sdo necessarias, no
minimo, cerca de 5x10* células/dose dependendo da doenca (SIMARIA et al.,
2014). Em vista da necessidade de grandes quantidades de células, torna-se
indispensavel o uso de métodos eficientes e otimizados para a expanséao destas in
vitro. Desta forma, e considerando que as CEMs sé&o dependentes de ancoramento,
ou seja, que precisam de uma superficie para crescer, as metodologias de
expansao in vitro convencionais usam placas ou frascos T, permitindo um
crescimento em 2D. Por outro lado, estdo as tecnologias que empregam
microcarregadores, definidos como microparticulas de 100-350 um de diametro
manufaturados por materiais com adesividade celular e area superficial
incrementada, e biorreatores que favorecem um crescimento em 3D em um
ambiente controlado, simulando com grande fidelidade o ambiente in vivo (JUNG et
al., 2012; MA; TSAI; LIU, 2016; WANG et al., 2005). A utilizacdo de biorreatores
junto com microcarregadores para expansao de CEMs em cultivos dindmicos, vem
sendo a solucdo tecnolégica e econdmica mais plausivel para a disponibilizacédo
dessas quantidades de células, visando atender a grande demanda prognosticada
de CEMs para aplica¢cOes de terapia celular (SIMARIA et al., 2014).

O Dbiorreator mais empregado para cultivo de CEMs aderidas a
microcarregadores tem sido o tanque agitado, apesar que este promove a formagéo

excessiva de agregados de microcarregadores colonizados com CEMs, ligados
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entre si pela matriz extracelular (MEC), que apresentam zonas necroticas, devido a
limitacOes de acesso a nutrientes, e dificultam o processo final de recuperacao das
CEMs para posterior uso terapéutico (CARUSO et al., 2014; KAISER et al., 2013).
Adicionalmente, o tanque agitado é caraterizado por apresentar tensdes de
cisalhamento heterogéneas no volume do biorreator, sendo significativamente altas
nas regides proximas do impelidor, podendo danificar as células aderidas aos
microcarregadores/agregados mais expostas, e suficientemente baixas nas regides
proximas da parede e superficie do liquido (ISMADI; HOURIGAN; FOURAS, 2014;
KAISER et al., 2013).

Neste sentido, novas alternativas de biorreatores e a avaliacdo da relacao
entre as carateristicas hidrodinamicas destes, com parametros como o critério de
suspensao (Nsi), transferéncia de Oz (kLa), tempo de mistura (Bm) e tensdes de
cisalhamento (1), sdo indispensaveis para permitir atender melhor as necessidades
singulares das CEMs. Dentre estes requerimentos estao: a) for¢cas hidrodinamicas
amenas e homogéneas sem comprometimento da boa mistura, b) capacidade de
estimular e modular a agregacao celular para conseguir crescimento celular em 3D
controlado convenientemente e, c) facilidade de escalonamento do processo de
cultivo a volumes tipicamente utilizados em aplicacdes biomédicas e na producéo
industrial.

Visando contribuir com essa caréncia de biorreatores para o cultivo de
CEMSs, no grupo de pesquisa do Laboratério de Tecnologia de Cultivos Celulares
(LATECC) do DEQ/UFSCar vem estudando um biorreator que consiste
basicamente da exploracdo das caracteristicas de escoamento de um liquido
colocado entre dois cilindros concéntricos, em que o externo permanece fixo e o
interno é rotativo, facilitando a formacéo de voértices toroidais. O biorreator de
escoamento em vortices de Taylor (BEVT) preenche plenamente os requisitos
listados acima, como foi observado por Santiago, Giordano e Suazo (2011), Nemri
(2013, 2016) e Gonzélez (2015).

Finalmente, fazendo uma analise global do estado de desenvolvimento do
BEVT descrito acima, somado a constatacao de uma substancial caréncia de dados

na literatura deste equipamento no cultivo com CEMs adultas, € necessario destacar
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a importancia de informagbes sobre esse biorreator no que se refere a
caracterizacdo hidrodinamica e funcional em cultivo. Portanto, o foco principal do
presente trabalho sera a avaliagcdo de parametros de grande relevancia pratica no
cenario de cultivo celular como o critério de suspenséo ou velocidade minima de
suspensao (Nsi), importante para assegurar um certo grau de dispersdo dos
microcarregadores, maximizando a adeséao célula-microcarregador e modulagcéo da
agregacdo (DELAFOSSE et al.,, 2018), e a capacidade de mistura através da
quantificacdo do tempo de mistura (Bm), que permitiram completar a caracterizagao
hidrodindmica do BEVT. Adicionalmente, uma validagcdo mais realista do biorreator
fazendo a expansdo de CEMs primarias, usadas normalmente em tratamentos
clinicos, extraidas de fontes de facil obtencdo e acesso como as recuperadas do

corddo umbilical ou as obtidas do tecido adiposo foi indispensavel.



Revisdo Bibliografica

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROMESSA DO USO DE CEMs

Desde o inicio do século XXI, o rapido avanco nas pesquisas utilizando
células estromais mesenquimais (CEMs) na medicina regenerativa, para o
tratamento de doencas que até o momento careciam de resultados bem-sucedidos
com os meétodos tradicionais da medicina, tem levado a resultados de grande
interesse. A medicina regenerativa, que inclui a engenharia de tecidos e terapia
celular, atua na substituicdo de células danificadas por células funcionais para
recuperar a funcionalidade de um determinado 6rgédo ou tecido. Desta forma, a
engenharia de tecidos envolve especificamente a reconstrucdo de um tecido ou
orgao in vitro para ser posteriormente transplantado. Um exemplo disto, € a
impresséo 3D de ovarios de ratos realizado no estudo de Laronda e colaboradores
(2017), que foram posteriormente implantados em ratos inférteis para produzir
descendentes saudaveis (LARONDA et al., 2017). Nesta mesma area, encontra-se
a reconstrucdo de porcdes de osso, musculo, pele ou cartilagem a partir de
diferentes fontes celulares (KANG et al., 2016; SCHOP, 2010).

Por outro lado, na terapia celular as CEMs sdo usadas para o tratamento de
diversas doencas/desordens autoimunes e/ou degenerativas como Parkinson,
Alzheimer, doenca de Crohn, esclerose mdltipla, infarto do miocéardio, anemia,
diabetes, leucemia, problemas 0sseos, queimaduras, ulceras, doencas
metabdlicas, entre outras (JUNG et al., 2012; NITKIN; BONFIELD, 2017).
Considerando somente a terapia celular, segundo a Livraria Nacional de Medicina

(NLM, em inglés), uma base de dados americana (www.clinicaltrials.gov), até o ano

de 2015 foram registrados no mundo mais de 100 estudos clinicos que utilizam
CEMs no tratamento de diferentes doencas, como pode ser observado na Figura 1.
Dentre esses, 14 estudos estdo sendo realizados no Brasil para o tratamento de
anemia plastica, lesbes do tend&o, osteoartrite, lesdo da medula espinal, entre
outras. O sucesso nos resultados desses estudos, mostra-se promissor tanto para

a terapia celular quanto para a engenharia de tecidos, aumentando
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progressivamente o interesse no uso de CEMs e levando a necessidade de um
processo de producao robusto e escalavel para preencher a alta demanda comercial
existente, assim como de um melhor conhecimento da fonte adequada de CEMs
para ser usada em determinado tratamento (CUENCA et al., 2018).

Figura 1. Tendéncia do nimero de tratamentos clinicos registados de CEMs baseados em
terapia celular desde 2001 a 2015. Dados coletados de www.clinicaltrials.gov.
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Fonte: Chen et al., (2016)

2.2 CELULAS TRONCO (CTs)

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular (International
Society for Cellular Therapy, em inglés) as células estromais mesenquimais (CEMSs)
podem ser definidas a partir de trés critérios principais: 1) As CEMs sé&o
dependentes de ancoramento quando mantidas em condi¢des de cultivo padrao, 2)
As CEMs expressam marcadores de superficie CD105, CD73, CD90 e carecem da
expressdo de CD45, CD34, CD14 or CD11b, CD79-alpha ou CD19 e HLA-DR e 3)
As CEMs tém o potencial de diferenciacdo in vitro em ostedcitos, adipécitos e
condrécitos (DOMINICI et al.,, 2006). Outra caracteristica importante a ser
mencionada € a capacidade de autorrenovacao celular, apresentando uma divisdo
assimétrica, gerando a partir de uma célula, duas células filhas diferentes, das quais
uma é idéntica a célula progenitora (ndo diferenciada) e a outra esta comprometida
com a via de diferenciacdo (GODARA; NORDON; MCFARLAND, 2008). Esta
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habilidade de auto- renovacgéo e replicacdo esta ligada com o comprimento dos
telomeros, que sédo reduzidos em cada divisdo celular, refletindo a idade ou
senescéncia da célula, influindo no seu potencial de crescimento durante o cultivo
(GODARA; NORDON; MCFARLAND, 2008; ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015).
Por outro lado, as CTs podem ser divididas em embrionédrias e adultas:

ambas sdo descritas sumariamente a seguir.

2.2.1 Células-tronco embrionarias

As células-tronco embrionarias (CTEs) sdo classificadas como
pluripotentes, motivo pelo qual sdo consideradas uma fonte ilimitada para a
obtencado de diferentes tipos celulares, sendo encontradas nos primeiros estagios
do desenvolvimento celular (MARTIN, 1981; THOMSON, 1998). Contudo, por
razdes éticas, devido a necessidade de destruicdo do embrido para sua obtencéo,
0 USO € restrito em alguns paises ou limitado para pesquisas de CTES provenientes
de animais (MCLAREN, 2001; ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015; ZUR NIEDEN et
al., 2007). Além disso, as CTEs tendem a formar teratomas apos a implantacdo em
razdo de sua capacidade tumoral inata, outro fator que restringe sua aplicacéo
(RODRIGUES et al., 2011).

2.2.2 Celulas Estromais Mesenquimais (CEMs) adultas

As CEMs adultas podem ser divididas em germinativas e somaticas. As
germinativas sao células unipotentes que ddo origem aos ovécitos e
espermatozoides (GODARA; NORDON; MCFARLAND, 2008). As células
somaticas, consideradas multipotentes, sdo encontradas em diferentes tecidos e
orgaos de um individuo apdés o desenvolvimento embrionario, constituindo um
reservatorio de células envolvidas na manutencéao e reparacao dos tecidos ao longo
da vida de um individuo (JAZEDJE et al., 2009; O'CONNOR; CRYSTAL, 2006).

Dessa forma, essas células sao encontradas na medula 6ssea, endométrio do Utero,
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figado, pulméo, mdusculo, liquido amniético, pancreas, polpa dentaria, pele
(SCHUSTER; MARTENS; ITESCU, 2008; ZUK et al., 2002), placenta (HEWITT et
al., 2011), corddao umbilical (ARIAS; FELMER, 2009), cérebro (TEMPLE, 2001),
trompas de Falépio (JAZEDJE et al., 2009), tecido adiposo (ZUK et al., 2001) e fluido
menstrual (CUENCA et al., 2018), sendo capazes de promover a regeneracao in
vivo. Além disso, a capacidade de diferenciacao in vitro das CEMs adultas em
adipécitos, condrocitos e osteocitos tem sido bem documentada na literatura
(BAKSH; SONG; TUAN, 2004; DARIOLLI et al.,, 2013; KERN et al., 2009;
PITTENGER et al., 1999; SCHOP et al., 2010), assim como, em células neurais e
de musculo (DARIOLLI et al., 2013; LAKSHMIPATHY; VERFAILLIE, 2005; ULLAH;
SUBBARAO; RHO, 2015; ZUK et al., 2002) evidenciando sua plasticidade. Em vista
disso, as CEMs adultas sdo consideradas uma alternativa mais adequada para uso
na terapia celular, uma vez que ndo geram tumores ou rejei¢cdes quando extraidas
do mesmo paciente (autélogas) ou de doadores (alogénicas) (PANES et al., 2016).
Outra alternativa que vem sendo explorada sdo as células adultas especializadas
(diferenciadas) geneticamente modificadas, nomeadas células-tronco pluripotentes
induzidas (CTPI) (YAMANAKA, 2007), embora sua estabilidade genémica é ainda
guestionada (ULLAH; SUBBARAO; RHO, 2015).

Nos estudos de expanséo laboratorial, linhagens de CEMs também podem
ser usadas como modelo na padronizagao em experimentos (WEBER et al., 2007).
A linhagem de células estromais mesenquimais humanas hMSC-TERT, derivada da
medula 6ssea e imortalizada pela expressédo da subunidade catalitica da enzima
telomerase, hTERT (human telomerase reverse transcriptase), € um modelo
comumente utilizado. A expressao dessa enzima neutraliza o encurtamento
progressivo dos teldmeros, processo que ocorre a cada divisdo, inibindo a
senescéncia celular (ALLSOPP; HARLEY, 1995), e permitindo que as células
tenham pouca ou nenhuma variagcdo nas caracteristicas biolégicas, mantendo seu
carater multipotente e a capacidade de autorrenovacdo durante uma série de
passagens, facilitando a avaliagdo inicial de processos ou equipamentos
(ABDALLAH et al., 2005).
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Outras fontes que atualmente estédo sendo usadas nos diferentes estudos,
sdo as CEMs primarias extraidas de fontes de facil acesso e obtencdo, como
exemplo as obtidas através do tecido adiposo (CEMs-TA) (ZUK et al., 2002), cordao
umbilical (CEMs-CU), fluido menstrual (CUENCA et al., 2018), placenta ou fluido
amniético (ILANCHERAN; MOODLEY; MANUELPILLAI, 2009). Estas CEMs séao
interessantes devido a que séo obtidas através de procedimentos néo invasivos, em
comparacao as células extraidas da medula 0ssea, comumente utilizadas ha
poucos anos apesar de ter mostrado declinio de suas carateristicas com a idade do
paciente do qual sdo extraidas (ILANCHERAN; MOODLEY; MANUELPILLAI, 2009).
Adicionalmente, as fontes pré-natais, como o corddo umbilical, apresentaram
grande quantidade de CEMs com alta estabilidade, mesmo a partir de diferentes
doadores, e um maior potencial de propriedades imunomodulatérias quando
comparadas as obtidas através da medula 6ssea (WEGMEYER et al., 2013). O
potencial terapéutico de CEMs de corddo umbilical também tem sido avaliado, a
partir de estudos no tratamento de paralisia cerebral (ROMANOV et al., 2015) e
displasia broncopulmonar (clinicaltrials.gov; NCT02381366).

As CEMs derivadas do tecido adiposo (CEMs-TA), podem ser obtidas a partir
do “descarte” dos processos de lipoaspiracdo (JAZEDJE et al., 2009), facilitando a
extracdo de um grande volume de tecido (RODRIGUEZ et al., 2005), que contém
uma quantidade de unidades formadoras de colbnias 500 vezes maior do que a
medula 6ssea (FRASER et al., 2006). Considerando que o Brasil estd no segundo
lugar do ranking mundial de cirurgias plasticas estéticas do mundo (até 2015), com
a lipoaspiracdo como um dos procedimentos mais comuns segundo a Sociedade
Internacional de Cirurgia Plastica Estética (ISAPS) e a Sociedade Brasileira de
Cirurgia Plastica (SBPC), esta fonte pode ser uma das mais importantes para a
obtencdo de CEMs-TA. Adicionalmente, as CEMs-TA tém apresentado resultados
similares e em alguns casos melhores em questdes de isolacdo e senescéncia em
comparacao com as CEMs provenientes de outras fontes (KERN et al., 2009),
apresentando alta viabilidade (90-95%), expressédo de marcadores de superficie e
auséncia de mudancas morfolégicas, ap0s cinco passagens ou posterior ao

processo de descongelamento (DARIOLLI et al., 2013). Por outro lado, Zuk e
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colaboradores em 2002, mostraram o potencial das CEMs-TA para serem
precursoras do fenotipo neuronal, além da capacidade de diferenciacdo em
ostedcitos, adipocitos e condrécitos (ZUK et al.,, 2002). No que se refere as
aplicacbes em terapias celulares, resultados bastante satisfatérios e animadores
para o tratamento de algumas doencas degenerativas estdo sendo apresentados,
como exemplo, o uso de CEMs-TA alogénicas no tratamento de fistulas perianais
da doenca Crohn, uma doenca que somente nos Estados Unidos afeta, em média,
cerca de 201 pessoas a cada 100.000 habitantes (DE LA PORTILLA et al., 2013;
PANES et al., 2016). Atualmente, as CEMs derivadas de medula 6ssea sdo ainda
as mais usadas em tratamentos clinicos com 51 %, seguidas das CEMs-CU e TA

com 18,7 % e 15,1%, respectivamente (Figura 2).

Figura 2. (A) Registro de tratamentos clinicos de CEMs classificados por fase clinica; (B)
CEMs de diferentes fontes aplicadas em tratamentos clinicos atualmente. Dados coletados

de www.clinicaltrials.gov.
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Fonte: Chen et al., (2016)

Apesar da quantidade de fontes disponiveis de CEMs adultas, a
problematica principal esta relacionada as baixas porcentagens (por exemplo <
~0,001-0,01 % de células mononucleares na medula 6ssea) obtidas das diferentes
fontes (CAPLAN, 2007; PITTENGER et al., 1999; WEGMEYER et al.,, 2013),
insuficientes para aplicacbes terapéuticas devido as altas doses de CEMs

necessarias para iniciar um tratamento conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Tipo de célula, doenca e dose estimada necessaria por paciente.

Indicacéo

Fonte de célula

Dose para tratamento
clinico (células/dose)

Lesao renal aguda
Infarto miocérdio

Insuficiéncia cardiaca
congestiva

Isquemia critica do
membro

Doenca de Crohn

Degeneragéo macular
relacionada ao olho
seco

Doenca do enxerto vs
hospedeiro

Hemorragia
intracerebral

Doenca de figado

Osteoartrite

Doenca vascular
periférica

Cancer de prostata

Artrite reumética

Lesao da medula
O6ssea

Diabetes tipo |
Diabetes tipo Il

Colite ulcerativa

hMSC de medula 6ssea

hMSC de medula 6ssea e outras

Células precursoras mesenguimais
derivadas de medula 6ssea

hMSC derivadas de placenta

hMSC derivadas de gordura e de

medula 6ssea

Células embrionéarias derivadas do
epitelial pigmentar da retina

hMSC derivadas de cordao
umbilical; hMSC derivadas de
medula 6ssea; hMSC derivadas de
medula 6ssea ou outros pds-natais

hMSC derivadas de medula 6ssea

hMSC derivadas de gordura

hMSC derivadas de medula 6ssea;
hMSC derivadas de corddo umbilical

hMSC derivadas de sangue

menstrual

Células derivadas de tumor da

prostata

hMSC derivadas de gordura

hESC; hNSC

hMSC derivadas de medula 6ssea

hMSC derivadas de medula 6ssea

hMSC de medula 6ssea

2x108
0,2- 3,5 x108*
1,5 x108

1,5-3 x108

2,4 x10" 6-12 x108

0,5-2 x10°

1-5 x108; 1,6x10°% 0,5-1
x10°

7,8 x106

0,1-1 x10°
5-15 x107; 3,5x107

0,25-1 x108

2-4 x107

1-4 x108
2 x10%, 2 x107, 1 x108

6 x108
0,1,0,3, 1, 2 x108
1,8 x108

Fonte: SIMARIA et al., 2014. *(HEATHMAN et al., 2015)
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Nessas circunstancias a producéo intensificada de CEMs adultas com a
preservacdo de suas caracteristicas para fins clinicas tornou-se necessaria.
Devido a necessidade de ancoramento das CEMs, a expansao tradicional in vitro
tem sido em frascos e placas de poliestireno modificado, facilitando um crescimento
em formato 2D. Embora essa forma de expanséo seja simples, ela apresenta
algumas desvantagens relacionadas com altos custos de material e mao de obra,
variabilidade das caracteristicas das células por lote e dificuldade no controle de
parametros como oxigénio, concentracdo de nutrientes, pH, entre outros (MA; TSAI;
LIU, 2016; SIMARIA et al., 2014; TOZETTI et al., 2017). Apesar da existéncia de um
processo mais automatizado para aumentar o potencial do cultivo em 2D, como o
sistema CompacT SelecT™, vendido pela empresa Sartorius Stedim, desafios no

escalonamento sdo evidentes considerando a demanda comercial atual.

2.3CULTIVO DE CEMs ADULTAS EM LARGA ESCALA

Por outro lado, esta a expansdo de CEMs em 3D com o uso de biorreatores
e microcarregadores, que apresenta vantagens sobre o 2D, em relacdo ao potencial
terapéutico por mostrar diferencas em padrées de expressdo de genes, forma e
regulacdo do crescimento, inducdo a morfogéneses e diferenciacdo, e maior
produtividade (SERRA et al., 2007; YAMADA; CUKIERMAN, 2007). Esses atributos
mostrados com o crescimento em 3D, podem estar relacionadas com a similaridade
estrutural apresentada com o ambiente in vivo, no qual prevalecem mecanismos
necessarios de comunicacao celular para a execucédo de varios dos processos que
ocorrem no organismo, e que envolvem varias proteinas de adeséo encontradas na
superficie da membrana celular, como as E-caderinas, participando na
comunicacao celula-célula, e as integrinas envolvidas na interagcdo das células com
a matriz extracelular (MEC) (SART et al., 2014; SINGH et al., 2010). A importancia
destas interagbes confirma-se, por exemplo, na coordenacdo dos batimentos
cardiacos, ou nos processos de diferenciacdo ou regeneracdo de algum 6rgéo ou

tecido especifico.
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Os microcarregadores, necessarios devido a dependéncia das CEMs de
ancoramento, sdo particulas caraterizadas por ter diametros aproximados entre 100
e 300 um e uma densidade similar ao do meio de cultura para facilitar sua
suspensao. Os microcarregadores sdo fabricados a partir de varios tipos de
materiais para favorecer a adesividade celular, podendo ser classificados como
sélidos, micro-porosos ou macro-porosos. Os microcarregadores solidos e micro-
porosos tém como desvantagens a baixa relacdo area/volume, minimizando o
potencial de expanséo celular por particula (NG; BERRY; BUTLER, 1996), e maior
vulnerabilidade das células ao ambiente hidrodindmico apresentado dentro do
biorreator por causa da agitacdo (CHERRY; PAPOUTSAKIS, 1988; YUAN et al.,
2014). Por outro lado, os microcarregadores macro-porosos oferecem uma maior
relagdo area/volume, permitindo o crescimento de células no interior dos poros,
protegendo-as de tensdes hidrodindmicas provocadas pelo movimento do fluido e
de colisbes entre as particulas (CHEN; REUVENY; OH, 2013; NG; BERRY;
BUTLER, 1996).

Por outro lado, os biorreatores sdo equipamentos que permitem manter um
ambiente estavel com condi¢cfes controladas, visando mimetizar o ambiente in vivo
para a expansdo de CEMs em escala clinica. Os sistemas baseados no uso de
biorreatores podem ser mais automatizados, oferecendo diferentes modos de
operacdo e contando com a tecnologia single-use (descartaveis), evitando a
variabilidade e riscos de contaminacao durante o cultivo. A descricdo dos principais
biorreatores usados para células dependentes de ancoramento é apresentada a

sequir.

2.3.1 Biorreatores para expanséo de células aderentes

Biorreator de tanque agitado

O tanque agitado (Stirred tank bioreactor, STB, em inglés) ou frasco Spinner,

em escala de bancada, (Figura 3A e 3B, respectivamente) é o biorreator classico
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caraterizado por ser simples e de facil operagéo, consistindo de um tanque com um
impelidor que pode ter varias carateristicas geométricas, para proporcionar um certo
grau de mistura desejado. O tanque agitado € o equipamento mais empregado pelo
conhecimento empirico ganhado em termos de performance, escalonamento e
operacao em Varios processos industriais incluindo os biotecnoldgicos, na produgéo
de biofarmacos como vacinas e proteinas recombinantes (CHALMERS, 2015),
sendo atualmente fabricado com tecnologia single-use por proporcionar maior

seguranca ao paciente e reduzir risco de contaminacédo cruzada.

A principal desvantagem do tanque agitado no cultivo de células é a
heterogeneidade em termos de tensdes de cisalhamento (ISMADI; HOURIGAN;
FOURAS, 2014; KAISER et al., 2013; LIOVIC et al., 2012). Embora ainda néo exista
um consenso da faixa de condi¢des hidrodinamicas adequada, um parametro muito
usado é o critério de suspensédo (Ns1), que proporciona uma condigdo de minima
tensdo de cisalhamento, importante no cultivo de células animais devido a maior
sensibilidade ao ambiente hidrodinamico. Usando esta condicéo, estudos recentes
tém apresentado resultados promissores, como o trabalho de Jossen e
colaboradores, usando neste caso uma velocidade de agitacdo de 41 rpm (Ns1) para
o cultivo de uma linhagem de CEMs-AT, no qual foi atingido uma concentracdes de
8,77+0,66 x10° células/mL, equivalente um fator de expanséo de 82, e agregados
com tamanhos entre 0,1 e 1 mm apdés 9 dias (JOSSEN et al., 2018). Neste trabalho,
0S pesquisadores também mencionam agregacdo excessiva e o aumento dos
valores de atividade relativa de LDH, usado como medida representativa de morte
celular, em condi¢Bes de agitagcdo menores as do Nsi. Em outro estudo realizado
pelo mesmo grupo, foi atingida uma concentragdo de 1,25+0,05 x10° células/mL e
um tamanho de agregados médio de ~0,7 mm usando o critério Nsiu (49 rpm),
representando o menor limite do Ns1. Usando o critério usando o Nsi (63 rpm), foi
obtida uma densidade celular de 1,11+0,06 x10° células/mL e um tamanho médio
de agregados de ~0,6 mm. Neste estudo, a diminuicdo na viabilidade celular foi
causada pela excessiva agregacédo, em condigdes menores do Nsi (25 rpm), ou
altas tensdes de cisalhamento locais (0,437 N/m?), em condi¢cdes maiores do Ns1
(120 rpm) (JOSSEN et al., 2016).
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A tendéncia a excessiva e heterogénea agregacado, representam outras
desvantagens, devido as dificuldades no processo recuperacéo celular durante e no
final do cultivo (CARUSO et al., 2014; JOSSEN et al., 2016; KAISER et al., 2013).
Um dos poucos estudos bem sucedidos no controle da agregagéo usando o tanque
agitado, foi o realizado por Lawson e colaboradores, utilizando uma velocidade de
rotagcéo ligeiramente acima do Nsi e a adicdo de microcarregadores apos 7 dias,
obtendo uma concentracédo de 2,5 x10° células/mL apés 11 dias (LAWSON et al.,
2017). Apesar que este estudo nédo ofereceu dados quantitativos do tamanho dos
agregados durante o cultivo, mostram a importancia da relacado das caracteristicas
hidrodindmica do biorreator, considerando aumentos progressivos na velocidade de
agitacdo, e composicao e trocas do meio durante o cultivo. Emprego de métodos
computacionais também permitem ter uma boa aproximagdo das condicdes

hidrodindmicas mais adequadas para ser usado cultivo de células aderentes.

Alternativas de biorreatores minimizando as dificuldades do tanque agitado,
relacionadas com o estresse hidrodinamico causado pela agitagao foram surgindo
posteriormente. Dentre estes, estdo o wave-rocking, leito fixo, fibra oca, roda vertical

e 0s sistemas de cultivo celular rotativos descritos a seguir.

Biorreator Wave-rocking

O Wave-rocking (Figura 3F), outro biorreator com a tecnologia single-use,
consiste de uma bolsa de plastico tratada posicionada sobre uma plataforma
horizontal movivel com frequéncia e angulo para agitacao ajustaveis, que oferecem
um movimento moderado, mas que permite atingir uma adequada oxigenacao,
favorecida também pela ampla area de liquido para difusdo. O Wave-rocking €
caraterizado por oferecer uma adequada mistura com baixas tensdes de
cisalhamento comparado com o tanque agitado. Este biorreator tem sido usado com
sucesso para o cultivo de células em suspensédo (DECARLI et al., 2018), entretanto,
as CEMs tém sido raramente cultivadas neste sistema, devido a aparicdo de
depdsitos de microcarregadores “tipo duna” observados nas extremidades da bolsa

(JOSSEN et al., 2016). Jossen e colaboradores também mencionaram a formacao
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excessiva e heterogénea de agregados, com valores maximos de 6 mm de diametro
no final do cultivo de CEMs-TA, apesar de ter atingido um fator de expansao de 9
vezes, sendo estas as principais desvantagens do O Wave-rocking para o cultivo

de células aderentes.

Biorreator de leito fixo

Neste biorreator, as células sdo imobilizadas em uma matriz estacionéria
através da qual o meio de cultivo passa para proporcionar 0s nutrientes necessarios
e remover metabolitos toxicos. A empresa FibraStage® (New Brunswick Scientific,
EUA), oferece o biorreator comercialmente com a tecnologia single-use para
trabalhar com um volume maximo de 500 mL e conta com uma area de 12000 cm?
de discos de fibra para crescimento celular. A disposicdo das fibras facilita a
interacao célula-célula através da formacao de uma estrutura em 3D, a medida que
a densidade celular vai aumentando, proporcionando baixas tensbes de
cisalhamento (Figura 3C). Mizukami e colaboradores, usaram o biorreator de leito
fixo para cultivar células extraidas da medula 6ssea, atingindo concentracdes
celulares maximas de 4,15+0,8 x10® células, correspondendo a um fator de
expansdo de 7,0 £1,4. Contudo, a porcentagem de recuperacdo foi de apenas
18+0,77 %, embora fosse realizado dois ciclos de tratamento enzimatico para
desaderir as células das fibras, sendo esta a principal problematica apresentada por
este tipo de biorreator (MIZUKAMI et al., 2013). Adicionalmente, com 0 aumento de
escala deste biorreator tende a sofrer gradiente de concentracdo na direcédo axial

dependendo de como 0 meio passa através do leito (HEATHMAN et al., 2015).

Biorreator de fibra oca “hollow fiber”

Este biorreator consiste de duas partes que séo divididas: em espaco
extracapilar, onde as células crescem em formato 2D, e intracapilar, onde circula o
meio de cultura permitindo a transferéncia de nutrientes e metabdlitos toxicos
(Figura 3E). O biorreator de fibra oca com tecnologia single-use é comercializado

em um sistema automatizado nomeado Quantum® pela firma Terumo BCT
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(Lakewood, Colorado, EUA). Usando este biorreator, Mizukami e colaboradores
(2018) obtiveram uma alta taxa de proliferacéo, fator de expansao e funcionalidade
celular, mostrando ser altamente promissorio comparado com o tanque agitado
(STB), leito fixo e frasco multicamadas. Contudo, esta tecnologia foi a opgédo menos
favoravel em termos de viabilidade econdémica aplicado na terapia celular
(MIZUKAMI et al., 2018). LimitacBes adicionais relacionadas com gradientes de
concentracdo ao longo das fibras e baixo potencial de escalonamento também séo
carateristicas deste biorreator (HEATHMAN et al., 2015)

Biorreator de roda vertical

O biorreator de roda vertical (em inglés PBS-VW), também com a
tecnologia single-use, € uma das propostas de biorreator para cultivo de células
aderentes mais recentes. Esse biorreator consiste em uma roda que gira
verticalmente dentro de um recipiente que possui forma de “U”, operando na faixa
de volumes de trabalho entre 0,1 e 500 L (Figura 3D). Esta geometria propde uma
mistura rapida e eficiente com taxas de cisalhamento baixas em compara¢do com
0 STB. Com o0 PBS-VW operando a 17 rpm, Sousa e colaboradores (2015) atingiram
uma concentracdo aproximada de 3 x10° células/mL, representando um fator de
expansdo de 12, ndo sendo observadas diferencias significativas na taxa de
crescimento especifica nem na densidades celular, quando comparados com
resultados obtidos no STB, usando velocidades de agitacdo de 40-45 rpm, no
mesmo estudo (SOUSA et al., 2015). Apesar que neste estudo ndo foi mencionada
a formacado de agregados, Croughan e colaboradores, mencionam a distribuicdo
heterogénea de células nos microcarregadores, assim como a formacao de grandes
agregados, a velocidades de rotagdo menores que 35 rpm (CROUGHAN et al.,
2016). Em outro estudo, Yuan e colaboradores, apresentam os resultados do PSB-
VW para facilitar a formacéo de agregados com tamanhos homogéneos e nao
maiores que 0,2 mm a velocidades de 60 rpm, quantificados apenas as 24 h (YUAN
et al., 2018). Neste sentido, mais estudos precisam ser feitos para avaliar o real

impacto da geometria deste biorreator na agregacgao.
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Figura 3. Representacdo esquematica dos biorreatores utilizados para cultivo de CEMs.

A. Biorreator Tanque B. Frasco spinner C. Biorreator de leito fixo
agitado
’ 4
e O .
©
-a_
D. Biorreator de roda E. Biorreator fibra oca F. Biorreator Wave
vertical

{0 B

Sistemas de Cultura Celular Rotativos (SCCR)

Outras duas tecnologias que trazem a proposta de baixas tensbes de
cisalhamento, foram as construidas pela Administracdo Nacional Aeronautica e
Espacial (NASA) na década dos 90, definidos como sistemas de cultura celular
rotativos (SCCR), operando no eixo horizontal e caraterizados por simular um
ambiente de microgravidade na terra (BULGHER et al., 2002). Um dos sistemas foi
nomeado como frasco de giro lateral lento (STLV, em inglés), que consiste de um
frasco de parede rotativa composto de dois cilindros concéntricos, onde os dois
podem girar em dire¢cdes iguais ou opostas ou s6 um deles, enquanto o outro

permanece estacionario, sendo que a hidrodinamica mais interessante ocorre
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guando somente o cilindro interno gira, permitindo a presenca de uma variedade de
regimes com formacédo de vortices do fluido confinado no espaco anular entre os
dois cilindros concéntricos, ausentes nas outras configuracdes do biorreator. Por
outro lado, o outro SCCR consiste de um unico cilindro, nomeado frasco de alta
relacdo de aspecto (em inglés HARV), permitindo a troca de gases através de uma
membrana, duas vezes maior que a do STLV, localizada no cilindro interno, em uma
das extremidades do frasco. Os dois sistemas desenvolvidos para trabalhar em
baixas velocidades de rotacdo, normalmente entre 12-15 rpm (MARTIN;
VERMETTE, 2005). Na Figura 4 séo apresentados os dois tipos de biorreatores.

Nos SCCR da NASA, as tensbGes de cisalhamento que atuam sobre as
células e tecidos sao “baixas”, permitindo o contato entre as células e facilitando a
agregacdo. Contudo, alguns problemas, especificamente com o HARV, como
sedimentacao, dificuldade de suspensdo de grandes particulas, formacdo de
grandes agregados celulares ou agregados de células-microcarregadores, tensdes
de cisalhamento exponencialmente crescentes com 0 aumento do raio de
particulas, colisdo das particulas com as paredes e dificuldade de escalonamento,
acabam limitando o uso desses biorreatores para cultivos em suspensdo com

células aderentes (LIU et al., 2004).

Um estudo de otimizag&o destes sistemas para cultivo com agregados foi
apresentado pelo grupo de Hammond e Hammond, mencionando as dificuldades
destes equipamentos devidas, principalmente, a um balanco de forcas: gravidade e
mecanicas, que incluem as centrifugas e coriolis, de igual magnitude e opostas, que
com a presenca de grandes particulas terminam gerando cisalhamento,
sedimentacao e colisbes com as paredes. As principais propostas de otimizagao
desse grupo, estao relacionadas com o uso de baixas velocidades de rotacdo e de
densidades do meio e das particulas proximas. Considerando o cultivo em
suspensao de células aderidas a microcarregadores, essas opcdes sédo de dificil
manutencdo pelas limitacbes na transferéncia de massa, devido as baixas
velocidades de rotacdo, e tendéncia a formacdo de agregados que terminariam

afetando a obtencao e renovacgao de nutrientes nos agregados (HAUT et al., 2003).
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Figura 4. Esquema do STVL e o HARV, desenho da esquerda e direita, respetivamente.
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Fonte: Andrade-Zaldivar; Santos; De Le6én Rodriguez, (2008)

Liu e colaboradores (2004), realizaram um estudo de verificagdo da relacdo
entre a trajetoria de particulas variando a densidades e tamanhos destas, em
diferentes velocidades de rotacédo dos cilindros interno e externo, observando que
as particulas localizadas na parte inferior do equipamento sofrem sobrepeso,
enquanto que as particulas localizadas na parte superior experimentam um
ambiente parcial de microgravidade (LIU et al., 2004). No que se refere as forcas de
cisalhamento do fluido e a dependéncia do tamanho das particulas, particulas com
tamanhos de 50 pm sofreriam tensdes de cisalhamento entre 0,180 e 0,320 N/m?
(1,8 e 3,2 dina/cm?, respectivamente), particulas entre 50 e 200 pm de ~0,5 N/m?
(5 dina/cm?) e particulas com tamanhos entre 200 e 300 um, semelhantes ao
tamanho dos microcarregadores, experimentariam tensdes entre 0,520 e 0,780
N/m? (5,2 e 7,8 dinas/cm?, respectivamente) (ULBRICH et al., 2014).

Outros estudos realizados relataram mudancas em processos biologicos
relacionadas ao desenvolvimento normal das células, como comunicacéo,
processos de sinalizacdo e respostas ao estresse, pelas condigcbes de

“microgravidade”, mesmo com resultados de alta viabilidade (BULGHER et al.,
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2002; FRANCIS; CONNOR; SPAULDING, 1997). Resultados de cultivo com a
linhagem de células pcl2, derivada do feocromocitoma da medula suprarrenal de
rato, apresentaram um incremento de até cinco vezes no consumo de glicose,
atividade metabdlica, agregacao e taxa de proliferacdo (UNSWORTH; LELKES,
1998). Em outro estudo realizado com CEMs humanas, foi observado que mais de
50 % dos genes avaliados estavam sendo expressados em maior ou menor
proporcao do que o normal, também foram evidenciadas varia¢cées no processo de
diferenciacdo, apresentando uma maior tendéncia a diferenciagdo adipogénica
(SHEYN et al., 2010). Por outro lado, comparacdes de tecidos cultivados neste
ambiente de microgravidade tenderam a ser mais fracos e pequenos, permitindo
proporcionar um melhor entendimento do processo de degeneracdo
musculoesquelética que sofrem os astronautas nas viagens espaciais (BULGHER
et al.,, 2002), mas também evidenciando as consequéncias deste ambiente no

funcionamento normal das células.

Adicionalmente, esses dispositivos construidos sob o eixo horizontal
apresentam dificuldade de escalonamento, sendo problemético em sistemas com
volumes maiores que 500 mL, limitando o seu emprego em varias aplicacées de
cultura celular (AZARIN; PALECEK, 2010; LIU et al., 2014; RODRIGUES et al.,
2011).

2.3.2 Biorreatores de escoamento em vortices de Taylor
(BEVT)

Outra configuracdo dos sistemas SCCR de cilindros concéntricos com o
externo estatico e o interno rotatorio, € o BEVT operado sobre o eixo vertical. As
primeiras hipoteses sobre a estabilidade e instabilidade de um fluido ndo viscoso
confinado neste sistema, foram apresentadas a partir de 1687 por varios
pesquisadores, incluindo I. Newton, W. J. Harrison, Stokes e Lord Rayleigh. Com
base nestas observacdes foi construido o viscosimetro por Mallock em 1888, e em
1923, o desenvolvimento matematico realizado por G. Taylor, "Stability of a viscous
liquid between rotating cylinders", baseado em uma teoria para fluidos viscosos,

permitiu estabelecer as condi¢cées de rotacdo do cilindro interno, criticas para a
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formacao de diferentes regimes de fluxo. Coles em 1965, usou tragadores metalicos
neutros para apresentar estas transicdes, definindo as carateristicas de movimento
de quatro regimes principais. O primeiro estavel com movimento circunferencial,
apresentado a baixas velocidades de rotacédo, é o laminar-Couette (Figura 5a). Este
padrao de fluxo ndo possui componentes de velocidade axial, sendo o escoamento
do fluido confinado a direcdo azimutal com gradientes de velocidade na direcéo
radial, dessa forma, o transporte de massa que ocorre na direcdo axial € dado
somente por mecanismos de difusdo, assemelhando-se com um sistema de fluxo
em pistdo (CURRAN; BLACK, 2005b).

O segundo escoamento, que surge a partir de uma velocidade critica do
cilindro interno, € caraterizado pela aparicdo uma série de vortices toroidais
simétricos em contra-rotacdo preenchendo o espaco anular entre os cilindros,
nomeado regime de fluxo em vortice de Taylor (FVT) (Figura 5b). Esses vértices
toroidais sdo caracterizados por apresentarem um movimento do fluido em trés
direcBes: azimutal, radial e axial, este ultimo em menor proporcdo. Na década de
90, vérios estudos assemelhavam as estruturas dos vortices como uma série de
CSTR (KATAOKA et al., 1975), ideia que foi posteriormente apresentada como
invalida por outros estudos que verificaram que no regime FVT prevalece a
presenca de duas zonas de mistura principais, zonas externa e interna, sendo a
primeira dominada por processos de convecg¢ao que permitem o transporte entre os
vortices adjacentes nas regides proximas da parede, representando uma zona com
elevado grau de misturada; enquanto que a zona interna € dominada principalmente
por processos moleculares difusivos, que promovem um mistura lenta e baixa
(DESMET; VERELST; BARON, 1996; NEMRI; CHARTON; CLIMENT, 2016).

Continuando com um incremento na velocidade de rotacdo, é sobreposto o
regime de fluxo em vértices wavy (FVW) (Figura 5c¢), caracterizado por apresentar
um escoamento com movimento ondulado nos vortices, permitindo um aumento
consideravel da transferéncia de massa na direcéo axial. As perturbacdes no regime
FVW tem dois efeitos significativos em particulas em suspenséo, o primeiro, é a
perda da simetria rotacional pelo campo de velocidade dependente das trés

coordenadas espaciais e do tempo, isto faz que o movimento das particulas seja
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cadtico permitindo uma mistura intra-vortice. O segundo efeito esta relacionado com
o rompimento dos limites separando os vortices adjacentes. Estes dois movimentos
permitem o fluxo de elementos passando de um vértice para outro, resultando em
mistura inter-vortice, causando a mudanca da forma dos vortices, que tendem a
encolher-se gradualmente pela perda de fluido nos vortices adjacentes, produzindo

um aumento drastico no coeficiente de dispersdo (NEMRI et al., 2013).

Finalmente, com um incremento suficientemente da velocidade de rotacéao,
surge o regime turbulento (Figura 5d), onde as fronteiras dos vortices tornam-se
dificeis de discernir, ficando indefinidas, e o coeficiente axial € incrementado em
cinco ordens de magnitude mais que o coeficiente de difusdo molecular, permitindo
um aumento enorme no transporte de massa (CURRAN; BLACK, 2005a, 2004;
MOORE, 1994; NEMRI et al., 2013; TAM; SWINNEY, 1987).

Figura 5. Desenho esquematico do escoamento de liquido entre dois cilindros concéntricos,
com o externo fixo e o interno rotatério: a) regime laminar-Couette, b) regime de fluxo em
vortices de Taylor (FVT), c) regime de fluxo wavy (FVW) e d) regime de fluxo turbulento.

d

Diversos estudos tém empregado este equipamento, acrescentando um
maior entendimento da estrutura dos vortices e na eficiéncia nos processos de

mistura. Os primeiros estudos encontrados na literatura foram os realizados por
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Kataoka e colaboradores em 1975, 1986 e 1997, que estudaram os processos de
transferéncia de massa e calor entre os vortices; outros estudos focalizaram mais
nas carateristicas de mistura e tensdes de cisalhamento nos diferentes regimes
através de medicdes experimentais usando técnicas 6ticas como PLIF (Planar laser-
induced fluorescence, em inglés) e programas de simulagéo de fluidos (CAMPERO;
VIGIL, 1997; CURRAN; BLACK, 2004; DESMET; VERELST; BARON, 1996;
GIORDANO; GIORDANO; COONEY, 2000; OHMURA et al., 1997). Portanto, sendo
estudado em &reas como eletroquimica (LEGRANDT; COEURET, 1986), processos
enzimaticos (GIORDANO; GIORDANO; COONEY, 2000; MOORE, 1994),
fotocatalise (SENGUPTA; KABIR; RAY, 2001), procedimentos clinicos (SCIENCES,
1999) e cultura celular (CURRAN; BLACK, 2005a; SANTIAGO; GIORDANO;
SUAZO, 2011).

Mais recentemente, Nemri e colaboradores (2013, 2014 e 2016), estudaram
a dispersao axial e a caracterizacdo dos regimes FVT e FVW em funcdo do niumero
de Reynolds (Equacao 1) em dois modelos, observando as transi¢des de cada um
deles como apresentado na Tabela 2.

Re = QineTint Text—Tint) — QiniTine(d)
v v

Equacéo 1

sendo ;,; a velocidade de rotacdo do cilindro interno (rad/s), r.,; € T, O raio do

cilindro externo e interno (m) respectivamente, e v a viscosidade cinematica (m?/s).

Tabela 2. Carateristicas de escoamento de liquido entre dois cilindros concéntricos, com o
externo fixo e o interno rotatorio, com valores da relacdo de raios (n) diferentes.

REGIMES DE FLUXO TRANSICAO DE Re (n=0,687) TRANSICAO DE Re (n=0,85)

Transicdo a FVT Re.= 79 Re.= 125
Presenca de FWV 387< Re>1793 165 < Re> 680
FVW Modulado 1793 <Re <2133 680 < Re <1150
Fluxo Turbulento Re > 2133 Re > 1150

Fonte:Nemri et al., (2013).
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De forma semelhante, mudancas nas faixas dos padrbes de fluxo de trés
configuracbes do cilindro interno (Figura 6), foram observadas por Tanzeglock
(2008), notando a necessidade de inserir maior poténcia para obter o mesmo padréo
de escoamento, quando o cilindro interno é mais arredondado (TC), que quando ha
uma modificagdo da secao transversal do cilindro (LTC 8-12 e LTC 8-20)
(TANZEGLOCK, 2008). Nestas geometrias do cilindro interno modificadas,
vantagens em termos de mistura, por eliminacdo de zonas segregadas entre 0s
vortices, e taxas de cisalhamento mais homogéneas, comparadas com 0 TC e 0
tanque agitado, podem ser obtidas (SOOS; WU; MORBIDELLI, 2007).

Figura 6. Esquema de biorreatores Taylor-Couette usados no estudo de Tanzeglock,
(2008).

140

Fonte: Tanzeglock, (2008).

Isto posto, e mantendo as principais carateristicas do BEVT, podemos

ressaltar vantagens adicionais como:

1. Facilidade de escalonamento, com diminuicdo da magnitude relativa das
tensdes de cisalhamento, considerando que o espaco anular e o
comprimento do reator permaneceram iguais, mantendo-se o tamanho dos
vortices (CURRAN; BLACK, 2004).

2. Altos valores do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kLa),
como observado por Gil (2015) e Santiago (2007), com oxigenacdo livre de

bolhas, comparado com outros biorreatores.
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3. TensGes de cisalhamento menores que 1N/m?, mesmo utilizando
velocidades pouco comuns em cultivos celulares (maiores que 150 rpm).
Estes calculos obtidos para varias velocidades de rotacéo do cilindro interno,
foram calculadas por Gil (2015) a partir de correlacbes empiricas
encontradas na literatura e simulacdes usando dinamica de fluidos
computacional (CFD, em inglés).

4. Como uma consequéncia do numeral anterior, o BEVT € considerado apto
para 0o uso de células animais, que sdo mais sensiveis ao estresse
hidrodinamico, devido a auséncia de uma parede celular rigida de protecéo
(DUNLOP; NAMDEYV, 1994).

5. A ultima vantagem observada foi a modulacdo e controle no tamanho de
agregados em cultivos realizados com a linhagem hMSCs-TERT aderida a
microcarregadores Cultispher®S, em regime turbulento. Tamanhos de
agregados menores a 400 pm foram obtidos, mostrando resultados
promissores para cultivos com tendéncia a agregacao (GIL, 2015).

Em contrapartida, tém sido mencionadas as limitacbes na transferéncia de
massa no regime laminar-Couette e FVT, tanto em células vegetais como animais,
evidenciado pela queda na viabilidade ap6s poucas horas de cultivo devido a baixa
transferéncia oxigénio (CURRAN; BLACK, 2005a; JANES; THOMAS,; CALOW,
1987). Entre os poucos estudos encontrados na literatura do uso do BEVT para
cultivo de células aderentes, entéo o realizado por Santiago e colaboradores (2011),
gue usaram uma membrana de silicone rodeando o cilindro interno para a injecao
de ar no cultivado de células CHO-K1 aderidas ao microcarregador Cytodex 1,
atingindo uma concentracgédo e taxa especifica de crescimento maximas de 9.6x10°
cells/mL? e 2,1x1072+1x107% h™, respectivamente (SANTIAGO; GIORDANO;
SUAZO, 2011). Na Tabela 3, sdo apresentados outros trabalhos que utilizaram o
BEVT, realizados com células em suspensao ou dependentes de ancoramento,
evidenciando a importancia da sele¢cdo das condicbes de operacdo adequadas,
como a velocidade de rotagéo e inje¢édo de ar, dependendo dos requerimentos das

células e finalidade do processo.
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Tabela 3. Trabalhos encontrados na literatura realizados com cultivo de células animais no

BEVT.
Eator JANES et CURRAN, SANTIAGO  ZHUetal., Gl
al., (1987) BLACK, (2005) etal., (2007) (2010) (2015)

Regime de Laminar-  pyT, FVT, FVT, FVW e
fluxo, eixo de Couette, turbulento,
trabalho vertical Vertical Vertical Vertical vertical
Aeragao sim N&o sim N&o N&o
forcada

. . . CEMs-MO hMSC-
Tipo de célula  Beterrava Fibroblasto CHO-K1 rato TERT

. Cultispher
Tipo de MC Nenhum Nenhum Cytodex 1 Scaffolds ®S
Concentracgéo
maxima de ND 80 % 0,95 0,014 1,12
células (x10°)
FE ND ND 4,3 3,5 8,18
Duracéo (h) 14 22 120 144 244

MC=Microcarregadores; FE= Fator de expanséo.

2.3.3 Agregacéo em cultivo de CEMs dependentes de

ancoramento

Em cultivos dinamicos que usam biorreatores e microcarregadores, a
tendéncia natural de formacéo de estruturas em 3D ou agregados, € observada
tanto com CEMs adultas como embrionérias. Durante o cultivo, o modelo de
crescimento pode estar representado pela proliferacdo das células sobre os
microcarregadores e posterior formacdo de agregados de microcarregadores-
células (Figura 7), facilitada pelo ambiente hidrodinamico que promove colisdes
efetivas entre microcarregadores/agregados, a uma determinada velocidade de
formacao (kx), permanecendo unidos por fios de MEC como pode ser observado na

Figura 8.
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Figura 7. Representacdo do modelo de crescimento em cultivo dindmico de células
aderentes e fatores influenciadores.

Remoinhos turbulentos

Fonte: Jossem et al., (2018).

Embora a formacdo de agregados € desejavel, € um processo que precisa
ser controlado para evitar dificuldades na recuperacgéo celular durante e no final do
cultivo, principalmente quando sdo usados microcarregadores macro-porosos
(CARUSO et al., 2014; JOSSEN et al., 2016; KAISER et al., 2013; SCHIRMAIER et
al., 2014). Isto devido a necessidade de tempos prolongados de exposicdo a
tratamentos enzimaticos comumente usados, que auxiliam o processo de
desagregacao célula-microcarregador, que podem danificar a morfologia e fenétipo
celular, ou até causar a morte das células mais expostas a enzima (GOH et al.,
2013; LONG et al.,, 2014; NIENOW et al.,, 2014; POTAPOVA et al.,, 2008).
Metodologias de otimizag&do do processo de recuperacdo tém sido pouco relatadas
na literatura. Entre as possiveis solu¢des esta o uso de altas agitacdes durante
curtos periodos de exposicdo (4-7 minutos) & enzima (CARUSO et al.,, 2014;
NIENOW et al., 2014, 2016). Como outras possiveis alternativas, menciona-se o
uso de microcarregadores ou hidrogéis manufaturados com materiais
termossensiveis, omitindo a necessidade de enzimas para a recuperacdo das
células (DUFFY et al., 2014; YANG et al., 2010). Adicionalmente, agregados com

tamanhos maiores a 300-400 um, tendem a formar centros necroéticos pela falta de
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oxigénio, nutrientes ou acumulacédo de metabdlitos toxicos, como lactato e amonia
(KINNEY; SARGENT; MCDEVITT, 2011; SEN; KALLOS; BEHIE, 2001).
Figura 8. Agregados de microcarregadores Cultispher® S ap6s 192 horas de cultivo de

células primarias no Biorreator de Escoamento em Vértices de Taylor (BEVT) a 100 rpm e
em meio alfa MEM suplementado com 10% de SFB.

w* Matriz

> Extracelular

Fonte: Acervo pessoal.

Desse modo, a necessidade de controle do tamanho de agregados durante
o cultivo é essencial para minimizar esses problemas e aumentar o rendimento do
processo de obtencao celular em condi¢cdes adequadas para uso terapéutico. Para
isto, alguns dos métodos encontrados na literatura, involucrando principalmente
células embrionarias ou CTPIs, promovem o uso de agentes quimicos ou métodos
de dissociacdo mecénica, através de malhas com didmetros de poro entre 50 e 70
pum, precisando-se de maior manipulacao, devido a necessidade de procedimentos
de reinoculacdo apds o processo de filtracdo, e incrementando do estresse gerado
pelo processo, resultando em pouca ou nenhuma solucao para o cultivo de células
dependentes de ancoramento (ABECASIS et al., 2017; OTSUJI et al., 2014; SART;
BEJOY; LI, 2017). Outras alternativas utilizadas para evitar a agregacao excessiva,
sdo o0 uso de altas tensdes de cisalhamento, aplicadas através do aumento da
velocidade de agitacdo, ou a adicado de sustancias visando aumentar a viscosidade
do meio para diminuir a probabilidade de colisbes que provoquem agregacao
(MOREIRA et al.,, 1995a, 1995b). Outra proposta encontrada foi a adicdo de
microcarregadores durante o cultivo (FERRARI et al., 2012; LAWSON et al., 2017)
ou 0 emprego de um biorreator com uma hidrodinamica carateristica que possa ser
usado para este fim, como o BEVT (GONZALEZ, 2015).
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Considerando as carateristicas singulares da hidrodindmica do BEVT, outros
parametros como velocidade minima de suspenséo de particulas (Ns1) e tempo de
mistura (Bm), sdo também desejaveis para poder facilitar a escolha de condi¢cdes
apropriadas de rotacdo do cilindro interno, e permitir a comparagdo completa
baseada em critérios técnico-cientificos, com outros sistemas de cultivos que séo

utilizados atualmente na academia e industria.

2.4 VELOCIDADE MINIMA DE SUSPENSAO (Ns1)

A velocidade minima de suspensdo ou Nsi, € uma medida da dispersao de
sélidos em liquidos que permite garantir a suficiente mistura e suspenséao de todas
as particulas da fase soélida sem acumulacdes, visando maximizar a area disponivel
para transferéncia de massa, calor ou algum tipo de reacao através da otimizacéo
das condi¢des hidrodinamicas (JAFARI; CHAOUKI; TANGUY, 2012; YOSHIDA et
al., 2008). Nesse sentido, um processo que considera o critério Nsi, estd sendo
operado em condi¢des de agitacdo 6timas, ou seja, que qualquer aumento adicional
na poténcia inserida no sistema, proporcionaria pouco ou nenhum beneficio,
embora isso ndo garanta uma dispersdo homogénea dos sélidos no volume do
liquido (Kneule 1956 apud ZWIETERING, 1957). Outra condi¢do para sistemas
bifasicos encontrada na literatura é o critério Nsiu, que considera o limite menor do
Ns1, em que as particulas ainda estéo localizadas no fundo do reator, mas nenhuma
delas estd em repouso (JOSSEN et al., 2018).

Para manter a fase sélida em suspensdao, a forca externa necessaria pode
ser proporcionada por agitacdo ou injecdo de ar (JAFARI; CHAOUKI; TANGUY,
2012), sendo esta ultima inviavel para cultivo de células animais, devido ao estresse
que proporciona a formacéo e ruptura de bolhas (GARCIA-BRIONES; CHALMERS,
1994; KUNAS; PAPOUTSAKIS, 1990; PAPOUTSAKIS, 1991). Adicionalmente, para
sistemas agitados, a magnitude do Nsi1 vai depender de varios parametros fisicos,

como a altura, posicdo e geometria do impelidor, geometria do reator, relacéo da
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densidade da particula e do liquido, e concentracdo de particulas (YOSHIDA et al.,
2008).

Na literatura o primeiro estudo interessado em mostrar uma metodologia para
determinar o Ns1 em um sistema agitado, foi o apresentado por Zwietering (1957)
para um sistema com defletores (chicanas). A metodologia baseada em técnicas
visuais, utiliza um foco de luz e um instrumento 6tico para avaliar a condi¢cao de
suspensao das particulas através de videos ou imagens, considerando que a
sedimentacdo das particulas na base do frasco tem que ser menor que dois
segundos. Baseados nessa técnica, outros estudos tém sido realizados, permitindo
obter varias correlacdes a partir da proposta por Zwietering (Equacao 2) para
reatores de tanque agitado usando diferentes tipos de impelidores, principalmente
para processos de cristalizacdo (ARMENANTE; NAGAMINE; SUSANTO, 1998).
Nesse sentido, devido a que estas equacfes tem sido geradas principalmente para
processos que envolvem particulas com altos diametros e densidades, podem nao
ser muito adequadas para prever o Ns1 quando as particulas sdo pequenas e com
densidades préximas as da fase liquida, como acontece em cultivo de células
aderidas a microcarregadores, podendo gerar sobre estimacdes de até 40 porcento
do valor real (IBRAHIM; NIENOW, 2004).

0,2
vO,ldp (g Ap/pL)°‘45X°‘13
D0.85

Ny =S

Equacéo 2

onde S é uma correlacdo especifica de cada impelidor e dependente das dimensdes
dele e do tanque (adimensional), g € a constante gravitacional, dp € o tamanho da
particula (m), Ap e p, € a diferenca de densidades da particula e do liquido e a
densidade do liquido, respectivamente, (kg/m=3), v é a viscosidade cinematica
(m?/s), X é a porcentagem de peso das particulas (g/g x100) e D o diametro do

impelidor (m).

A falta de informacdo deste pardmetro para outros tipos de reatores em
outras aplicacbes, somada a dificuldade intrinseca da metodologia proposta por

Zwietering por ser subjetiva, tém gerado outras alternativas para a quantificacdo do
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Ns1. Dessa forma, podem ser encontradas na literatura técnicas com medicdes
pontuais ou em um plano 2D, intrusivas, com o0 uso de sensores, e nao intrusivas,
como a tomografia elétrica ou a densitometria de raios Gama (JAFARI; TANGUY;
CHAOUKI, 2012), pouco usadas por temas de custos ou seguranca (DELAFOSSE
et al., 2018). Outras metodologias mais simples tém sido encontradas, como a do
raio de cone constante (BRUCATO et al., 2010), ou a apresentada por Lawson e
colaboradores que depende somente da retirada de amostras em pontos
estratégicos do biorreator, até encontrar a condigcdo na qual a concentracdo das
particulas em cada um dos pontos seja proxima, garantindo uma dispersdo mais
homogénea da fase soélida (LAWSON et al., 2017).

Outra abordagem bastante interessante para prever a magnitude do Nsi,
utiliza modelagem numérica por dindmica de fluidos computacional (em inglés
CFD). Envolvendo microcarregadores e biorreatores, foram encontrados na
literatura estudos realizados usando modelos de Euler-Lagrange, caraterizado por
considerar a fase sélida discreta (BERRY et al., 2016), e Euler-Euler, que assume
a fase solida como continua (DELAFOSSE et al., 2018; KAISER et al., 2013;
SCHIRMAIER et al., 2014). A pesar ser uma ferramenta que pode ser muito Util,
ainda ndo ha simulacdes validadas, sendo necessario estudos mais aprofundados
que levem a simulagbes precisas da relacdo da concentracdo e distribuicdo dos
microcarregadores dentro do biorreator em uma determinada condicao de agitacéo
(DELAFOSSE et al., 2018).

Em cultivo de células aderentes, a concentracao de microcarregadores pode
variar, como observado na tabela 4, porém, concentracdes menores que 20 g/L tém
sido usadas devido ao efeito negativo causado no crescimento pela maior
probabilidade de colisdes entre os microcarregadores, podendo danificar as células
aderidas na superficie (HEWITT et al.,, 2011; HU 1983 apud CHERRY;
PAPOUTSAKIS, 1988). A pesar da proximidade das densidades do meio e dos
microcarregadores, com 0 aumento progressivo da quantidade de células
crescendo na superficie dos microcarregadores, uma adequada velocidade de

agitacao sera necessaria para garantir a suspensao destes.
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Tabela 4. Quantidades tipicas usadas de diferentes microcarregadores em experimentos

de cultivo com células aderentes.

CONCENTRAGCAO TAMANHO

MICROCARREGADOR REFERENCIA
(G/L) (m)
Cytodex 3® 5 140 - 210 IBRAHIM; NIENOW, 2004
VENKAT; STOCK;
Polystyrene 1 160 - 212
CHALMERS, 1996
CROUGHAN; HAMEL,;
Cytodex 1 3 60-87
WANG, 2006
GREGORIADES et al.,
Cytodex 3 4 >175
2000
Cytodex-1 1-5 60-87 NG; BERRY; BUTLER,
Cultispher-G 1,7-8.5 130-380 1996
Cytodex-1 1,2 60-87 FERRARI et al., 2012
Cytodex-3 5 170-380 YANG et al., 2010
Cytodexl e Cytodex 3 3 60-87 SERRA et al., 2009
Cultispher® S 1-2 130-380 EIBES et al., 2010
ProNectin®F-COATED 10 125-212 JOSSEN et al., 2018
Collagen-coated 15 125-212 LAWSON et al., 2017

Neste sentido, o uso dos critérios Ns1 e 0 Ns1u, N0S estudos mais recentes de

cultivo de células aderentes, tem mostrado que a manutencdo deste parametro

durante todo o cultivo pode favorecer a formacao de grandes agregados, gerando

problemas na quantificacdo e recuperacao celular (HEWITT et al., 2011; JOSSEN
et al., 2016; NIENOW et al., 2016; RAFIQ et al., 2013; SCHIRMAIER et al., 2014).

Adicionalmente, o uso de baixas velocidades de agitacdo prejudicam a mistura e

promovem uma maior exposi¢cao aos altos niveis de estresse por acumulagcéo dos
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microcarregadores nas regifes mais proximas da base do reator, especificamente
embaixo do impelidor (BERRY et al., 2016). Desta forma, um incremento gradual e
moderado na magnitude da velocidade de agitacdo sera necessaria para garantir a
suspensao, evitar a agregacdo excessiva e danos as células aderidas aos
microcarregadores devido ao movimento do fluido (IBRAHIM; NIENOW, 2004,
LAWSON et al., 2017). O dano celular vem sendo produto da energia proporcionada
pela agitacdo, transferida a uma série de turbilhGes em cascata, com a energia
suficiente para arrancar as células da superficie dos microcarregadores, sendo
letais quando seu tamanho, n, calculado pela Equacédo 3, € menor que 2/3 do
tamanho do microcarregador ou agregado (CHERRY; PAPOUTSAKIS, 1986).

n= (ﬁ) Equacéo 3

onde n € a escala de turbilhdes de Kolmogorov, ¢ é a energia de dissipagdo em

unidades de m?/s3 e v a viscosidade cinematica em m?/s.

Esta equacdo proposta na década de 80, é baseada em correlagbes com
dados experimentais, e ainda utilizada atualmente por explicar o dano celular
causado pelas condi¢cdes hidrodinamicas em regime turbulento em sistemas

agitados. Por este motivo, essa equacado também foi de interesse neste trabalho.

2.5 TEMPO DE MISTURA (Bm)

Outro parametro de interesse pratico € o tempo de mistura (Bm),
considerado muito importante devido a informac&o que pode proporcionar a partir
da eficiéncia de homogeneizacéo e performance de um agitador (CABARET et al.,
2007). As técnicas para a obtencdo do tempo de mistura podem ser classificadas
como intrusivas ou ndo intrusivas, descritas mais detalhadamente na Tabela 5. Nas

intrusivas sao usados sensores de temperatura, condutividade e pH, que podem ser
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colocados em diferentes posi¢cdes dentro do tanque. Por outro lado, nas técnicas
nao intrusivas encontram-se a tomografia de Resisténcia Elétrica (TRE), que
permite produzir imagens da seccdo transversal através de medidas de
condutividade e de algoritmos, para a producdo de um tomograma a partir de
medidas de diferenca de potencial periférico; a técnica de Fluorescéncia Induzida
por Laser Planar (pLIF, em inglés), que emprega uma folha de laser e um indicador
fluorescente que absorve a energia de luz do laser e reemite um sinal luminoso que
pode ser detectado por um fotodetector; e a técnica termografica, na qual é usado
um liquido termocromatico que muda a cor em diferentes temperaturas. Algumas
vantagens e desvantagens destas técnicas sao apresentadas na Tabela 6
(ASCANIO, 2015; CABARET et al., 2007).

Tabela 5. Classificagdo de técnicas para a determinagdo do tempo de mistura (6m) em
tanque agitado.

PERTURBACAO
NAO INTRUSIVAS INTRUSIVAS (SONDA)
Colorimétrica Condutometria

Tomografia de resisténcia elétrica (ERT) pH
Rastreamento por emissdo de particulas Temperatura
Termografia

Indugéo de fluorescéncia por laser

TIPO DE DADO PROPORCIONADO

MEDICAO DIRETA MEDICAO INDIRETA

Colorimétrica Euler Lagrange

Inducéo de fluorescéncia por laser Termografia Tomografia de resisténcia
elétrica

Condutometria e pH
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Tabela 6. Vantagens e desvantagens de métodos para medi¢do do tempo de mistura (6m) em tanque agitado.

Tomografia de resisténcia elétrica (ERT)

Inducédo de fluorescéncia por laser (pLIF)

Vantagens

Desvantagens

Vantagens

Desvantagens

N&o invasivo.

Tomografias em 2D podem ser
usadas para produzir campos de

fluxo em 3D.

Pode ser usado em condicbes

aeradas ou sem ar.

Permite observacao de regides de

mistura isoladas.

Pode ser usado em sistemas

transparentes ou néo.

Custo elevado

A calibracéo deve ser
feita antes das

medidas.

Montagem demorada.

Medida direta

Para fluxos reativos e nao reativos
N&o invasivo.

Visualizagao instantanea.

Diferentes variaveis do processo
podem ser obtidas (Temperatura,

concentracao, densidade)

Permite visualizagcdo em 2 D de

regides isoladas de mistura.

Para condicdes ndo aeradas ou com

baixa aeracéo.

A calibracdo deve ser feita

antes das medidas.

Custo elevado (camera e

laser)

Para sistemas

transparentes

Para fluidos semi-opacos

com um laser especial.

N&o adequado para
sistemas com alta

aeracao.
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Continuacéo Tabela 6.

Termografia

Sensores

Cristais liquidos exibem uma
resposta rapida e reversivel a
mudancgas de temperatura

din&micas.

Ampla faixa de temperaturas
N&o invasivo.

Configuracao acessivel.

Resolucéo espacial e temporal.

Usa sofisticados software
para processamento das

imagens.

Processamento de dados é

demorado.

Usado para fluidos e

tanques transparentes
Técnica invasiva.

T tempo de mistura deve
ser inferido a partir de

dados Eulerianos.

Limitada aplicabilidade em

condi¢cOes de alta aeragao.

Configuracao acessivel
Implementagéo simples
Medida direta.

Para fluidos transparentes e

opacos.

Condi¢Oes aeradas ou sem

ar.

Invasivo e intrusivo

Medida do tempo de mistura

depende da posicéo do sensor
Requere calibragéo.

Limitada resolugéo temporal e

espacial.

Sistema de medicdo para
compensar mudancas de

temperatura.

Fonte: Ascanio, (2015).
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Entre as técnicas néo intrusivas, a colorimétrica € uma das mais usadas,
consistindo apenas da injecado de um indicador dentro de um tanque, que modifica
a cor do fluido dependendo do pH. A técnica colorimétrica, além de permitir a
obtencdo do tempo de mistura de uma forma simples e com baixo custo, permite
observar padrdes de fluxo gerados em diferentes condi¢gdes de agitagéo, facilitando
a verificacdo da presenca de fluxos secundarios, como por exemplo, regidées bem
misturadas ou zonas mortas. As principais vantagens e desvantagens desta técnica

encontram-se descritas na Tabela 7.

Tabela 7. Vantagens e desvantagens do método colorimétrico para determinacao de 6.

VANTAGENS DESVANTAGENS

Medicéo direta

o Medic&o subjetiva sem imagens
Implementacgéo simples

o L _ Resolucéo temporal com técnicas de
Técnica ndo invasiva _
imagens

Auséncia de calibracéo . ] ]
Resolucéo espacial com imagens de alta

Revela estruturas do fluxo resolugéo

Pode ser usada em auséncia ou Para sistemas transparentes somente

presenca de ar o o .
Limitada aplicabilidade em condi¢des de

Precisa quando combinada com técnicas alta aeragéo em regime turbulento

visuais

Fonte: Ascanio, (2015).

A partir dos resultados experimentais no regime laminar e turbulento, foi
observado que o Bm é fortemente dependente dos paréametros apresentados na

Equacéo (4):

= £(2 Yo Va o <
Nem—f<T,Np,V,p) Equacé&o 4
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sendo D o diametro do impelidor (m), T diametro do tanque (m), No capacidade de
bombeamento do impelidor, Np 0 nUmero de poténcia, V o volume do liquido (m?3),

Vavolume do tracador injetado (m3) e p densidade (kg/m?3).

Na determinacao experimental do 6m, pode ser encontrado na literatura o Bos,
definido como o tempo necessario para que uma concentragcdo, C(t), temperatura,
T(t), ou pH(t), atingam um valor com uma variacdo de + 5 % do valor final (Figura
9), sendo uma aproximacao bastante usada para sua determinacéo.

Figura 9. Tipico perfil de concentracdo do tracador depois da adicdo no tanque agitado
para determinacgao de 6.

Zoncentragao do tragador Clf)

—
[
h
a

{1]

Fonte: (TAN; EBERHARD; BUCHS, 2011)

Desta forma, na literatura uma das correlacdes para determinar o 8m mais
conhecida € a proposta por Ruszkowski’'s em 1994, apresentada na Equacao 5,
aplicada para varios tipos e geometrias de impelidores e que considera a altura do
liquido (H) = diametro do tanque (T):

o= () )

onde A é uma constante adimensional que depende do tipo do impelidor, P é a

poténcia (W) e N o nimero de rotagées (s™).
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Desta equagao em 1997 foi realizado um rearranjo por Nienow considerando
A igual a 5,3, valor encontrado por Ruszkowski’'s, dando como resultado a Equacao
6:

11
0, =591 (Tg) (%)3 (%)3 Equacio 6
onde p a densidade do liquido (Kg-m-3).

Outras correlagcdes podem ser encontradas introduzindo termos para
multiplos impelidores (Equacéo 7), considerando parametros como a distancia entre
impelidores e eficiéncia do impelidor (MAGELLI et al., 2013), sendo necessario um

estudo apropriado para casos diferentes.

2\ (\243 (N (TN ~
on=4(r) )" () () =quagao 7
Mesmo que o0 Bm seja parametro pouco apropriado para ser considerado no

escalonamento, o grau de homogeneidade é muito importante, raz&o pela qual a de

sua quantificacao € importante.

2.6 COMENTARIOS FINAIS SOBRE A REVISAO BIBLIOGRAFICA

O uso de CEMs na terapia celular para o tratamento de véarias doencas
degenerativas e/ou autoimunes nos Uultimos 25 anos tem aumentado
consideravelmente, levando a um grande interesse pela producao intensificada de
células, que permita atender a alta demanda comercial gerada na terapia celular.
Nesse sentido, métodos de expansédo in vitro em sistemas estaticos tém sido
amplamente estudados, evidenciando ao mesmo tempo o0s problemas dessa
alternativa. Em contrapartida, os biorreatores, como o tradicional tanque agitado
usado em vérias aplicagbes industriais, sdo apresentados como uma alternativa,
devido ao vasto conhecimento acumulado quanto a sua performance,

escalonamento e operacéo.

Apesar do uso bastante difundido do tanque agitado, devido a
complexidade inerente do processo de expansdo de CEMs, algumas limitacdes
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como o ambiente heterogéneo de for¢as hidrodindmicas e as dificuldades com a
formacéo de grandes agregados, impedem um eficiente processo de recuperacao
final, motivando o surgimento de outras configuracdes de biorreatores mais
especificos para expansdo de células aderentes para fins clinicos. A fim de
preencher essa caréncia de biorreatores, nosso Laboratério de Tecnologia de
Cultivos Celulares (LATECC), vem mostrando o potencial do biorreator de
escoamento em vortices de Taylor (BEVT), como uma alternativa bastante

promissora para o cultivo em larga escala de CEMs para fins terapéuticos.

Dessa forma, observando a caréncia de informacé&o deste biorreator na area
de cultivo celular, o presente trabalho torna-se relevante por contribuir com uma
avaliagcdo de parametros hidrodinamicos considerados importantes, que permitiram
verificar de forma objetiva o potencial de utilizacdo do BEVT para o cultivo de CEMs
com fins terapéuticos. Entre os parametros que ja tém sido avaliados encontram-se
o kia e a tensdo de cisalhamento (r) em varias condicfes de agitacdo. Outros
parametros relevantes e necessario sdo a velocidade minima de suspensédo de
particulas (Ns1) e o tempo de mistura (Bm). A obtencdo destes parametros para
caraterizacdo e comparacao com outros sistemas, torna-se indispensavel além de
permitir a otimizacdo das condicbes mais interessantes para operar o BEVT,
fazendo deste trabalho um estudo inédito, contribuindo com a area de bioprocessos
de cultivos de CEMs primarias de grande interesse atual em aplicacdes

terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

Avaliar o desempenho de um prot6tipo de biorreator com escoamento em vortices
de Taylor em escala laboratorial (200 mL) na expanséo de CEMSs primarias para uso

clinico.
Como obijetivos especificos:

1. Obter dados de velocidade minima de suspensao (Nsi1) do BEVT (200 mL),
utilizando um microcarregador comercial de amplo uso na pesquisa e
industria, assim como o tempo de mistura (Bm), ambas em vérias velocidades
de rotacéo.

2. Avaliar o desempenho do BEVT na expansédo e modulacdo da agregacéo em
cultivos com CEMs derivadas de corddo umbilical e tecido adiposo como
modelo de células primarias, com a preservacao das carateristicas funcionais
importantes destas para fins clinicos, de acordo com as exigéncias dos
orgaos reguladores.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 CELULAS

Nos experimentos de cultivo foram usados dois tipos de CEMs humanas: 1).
Nos cultivos exploratorios preliminares, foi usada a linhagem conhecida como
human Mesenchymal Stem Cells-Telomerase Reverse Transcriptase (hMSC-
TERT), imortalizada através da transfeccdo com o gene da transcriptase reversa da
telomerase, proteina catalitica da subunidade do complexo da telomerase que
impede o encurtamento dos telébmeros apds cada ciclo celular, gerando linhagens
de células com a capacidade de expansdo indefinida, mantendo sua taxa de
crescimento fisiologico e as suas caracteristicas funcionais (PIPER et al., 2012). A
linhagem também possui a capacidade de expressdo de GFP (Green Fluorescent
Protein), proteina que apresenta fluorescéncia verde quando estimulada por luz
ultravioleta, facilitando a visualizacdo de células vivas quando utilizado o
microscopio adequado. 2) Em cultivos de validacao, foram usadas células primarias
derivadas de cordao umbilical (CEMs-CU) e tecido adiposo (CEMs-AT), obtidas de
um banco reservado no Hemocentro de Ribeirdo Preto (HCRP n° 14906/2010),
estabelecido no Laboratério de Terapia Celular, processo 920/2009, aprovado pelo

comité de ética.

4.2 MICROCARREGADORES

Foi utilizado o microcarregador Cultispher®S (Percell Biolytica, Suécia),
caraterizado por possuir uma estrutura macroporosa, composta por uma matriz de
gelatina, podendo ser dissolvido com uma enzima proteolitica, para auxiliar o
processo de recuperacdo de células viaveis nos cultivos, evitando processos de
filtracdo posteriores. Outro microcarregador utilizado, foi o fabricado em nosso
grupo de pesquisa LATECC/UFSCar, e nomeado MAG (SUAZO, C. A.T; MOREIRA,
F. M. A; WODEWOTZKY, T. I, 2016). Este € um microcarregador a base de alginato e
gelatina, com densidade aparente similar a obtida para o Cultipher®S. O MAG

também pode ser dissolvido com uma enzima proteolitica, apresentando uma
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porcentagem de recuperacao celular maior do que o Cultipher®S, como indicado
em estudios prévios realizados em nosso laboratorio. As caracteristicas fisicas de
cada microcarregador sao apresentadas na Tabela 8, a partir de informacdes
fornecidas pelos fabricantes.

Tabela 8. Caracteristicas do microcarregador Cultispher®S (Percell Biolytica, Suécia) e
MAG usados nos cultivos para aderéncia das CEMs.

CARACTERISTICAS VALORES
Densidade aparente (g/cm?®)* 1,13 1,12
Densidade de acordo ao fabricante Loa
(g/cm?) ’
Diametro (um) 130-380 250-355
Numero aproximado de

_ 8,0x10° 6,0x10°
microcarregadores/g de massa seca
Média do diametro de poro (um) 20 54,1

Imagem do microcarregador**

*Medida realizada no LATECC. ** Imagem obtida por YANG; ROSSI; PUTNINS, (2007)
para o Cultispher®S (fotografia da esquerda) com barra de 20 um e para o MAG (fotografia
da direita) (SUAZO, C. A.T; MOREIRA, F. M. A; WODEWOTZKY, T. I., 2016) barra de 100
pm.

4.3 MEIOS DE CULTURA E CONGELAMENTO

O meio de cultura basico a-MEM (Minimum Essential Medium) (Cultilab,
Brasil) foi utilizado para a expanséo das CEMs, suplementado com 10-15% v/v de
soro fetal bovino (SFB) (HyClone, GE Healthcare Life Sciences, USA), antibiotico
penicilina (10000 U/mL)/estreptomicina (10000 ug/mL) (Gibco, Life Technologies,
USA), glicose (SIGMA-ALDRICH, EUA), glutamina (SIGMA-ALDRICH, EUA), arginina
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(SIGMA-ALDRICH, EUA), hepes (SIGMA-ALDRICH, EUA) e bicarbonato de sdédio

(SIGMA-ALDRICH, EUA). Na Tabela 9 estdo especificadas as quantidades presentes

de cada componente, em relacdo a cada tipo de célula usada neste trabalho. Apos

a mistura dos componentes, o meio foi esterilizado por filtragdo em membranas

estéreis de celulosa mista de 0,22 ym (Millipore, Massachusetts, EUA).

O meio de congelamento utilizado na criopreservacao das CEMs, foi preparado com
a composicao de 90% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 10% de Metil sulféxido (DMSO

99,85 % extra puro, Across Organics, New Jersey, EUA), também esterilizado

através do processo de filtragdo com membranas de 0,22 pm (Millipore,

Massachusetts, EUA).

Tabela 9. Composi¢éo do meio de cultura a-MEM utilizado nos cultivos das CEMs.

CEMs-CU/hMSC- CEMs-TA

TERT
COMPONENTES

QUANTIDADE
Meio em p6 a-MEM 10g
Soro Fetal Bovino 0,10-0,150 L
Arginina 0,43 ¢ ---
Glicose 1.000 g -
Glutamina 0,36 ¢
Bicarbonato 2,29
Hepes (1M) 2649
0,01L

Penicilina e Streptomicina

Agua purificada tipo 1 (no Milli-Q)

Suficiente SUAZO, C. A.T; MOREIRA, F. M.
A; WODEWOTZKY, T. | para completar 1 L
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4.4 PREPARO DE INOCULO

O preparo do inoculo para os cultivos nos biorreatores foi realizado com a
expansdo das CEMs em cultura estatica, em frascos T de 75 e 150 cm?, com
superficies tratadas para adeséo (Kasvi, Brasil). Os frascos foram mantidos em uma
incubadora a 37°C e 5% de CO2. Todos os procedimentos envolvendo manipulacao
asseéptica foram realizados na Camara de biosseguranca Sterilgard Il advance,
classe 1l modelo SG403/SG603 (Baker Company, Maine, EUA).

4.5 FRASCO SPINNER

Cultivos para fins comparativos foram realizados utilizando o frasco Spinner de
100 mL (Bellco, New Jersey, EUA), com agitador magnético horizontal e péas

verticais de Teflon, como apresentado na Figura 10.

Figura 10. llustracdo do frasco Spinner e dimensdes do impelidor.

Q 25.4mm

50.6mm

«18.3mm-!

Fonte: Ismadi; Hourigan; Fouras (2014).

4.6 BIORREATOR DE ESCOAMENTO EM VORTICES DE TAYLOR (BEVT)

O laborat6rio de Tecnologia de Cultivos Celulares (LATECC) vem estudando
a performance do BEVT para aplicacdo em cultivo de células animais aderentes ha
mais de 10 anos. Desta forma, o primeiro estudo realizado com o BEVT, construindo
de aco inox e volume de trabalho de 800 mL, gerou uma patente (SUAZO,
GIORDANO; SANTIAGO, 2010) e um dos trabalhos pioneiros no uso deste
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biorreator para o cultivo de células CHO-K1 na producdo de uma proteina
recombinante (SANTIAGO; GIORDANO; SUAZO, 2011).

Nos estudos seguintes, um prototipo menor do BEVT, com volume de 100
mL, foi construido apresentando um corpo de vidro borosilicato e dois bracos
laterais com tampas de teflon (PFTE), com o propoésito de facilitar a retirada de
amostras e a saida/entrada de gases, como dioxido de carbono, nitrogénio e ar,
passando previamente por um filtro; a tampa superior também de PFTE, esta
conectada a um filtro para saida/entrada de gases; o cilindro interno possui o
esqueleto construido de PFTE, recoberto por uma membrana fina de silicone, e

suspenso por uma haste de vidro que permitir o giro deste (Figura 11 e 12d).

Figura 11. Desenho do BEVT e seus componentes principais.

Membrana de silicone
permeavél a oxigénio

- -~
e =
! \
] 1
102-g— |
v :
\
\ -’
-~ /‘

Entrada de ar —

Saida de
gases

Pega de vidro Amostrador

rotativa
Frasco de Méio + células

vidro Pyrex
< [ s Esqueleto de teflon (corte)

Imas

- g K
Agitador magnetico
M |

Fonte: Acervo pessoal

A parte superior do agitador (Figura 12c) possui quatro furos (Figura 12b),

para saida bem distribuida dos gases. Na parte inferior do esqueleto do agitador,
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h& fixados seis iméas distribuidos simetricamente para possibilitar a rotacdo do
cilindro interno (Figura 12a), quando colocado sobre um agitador magnético. Neste
novo protétipo do BEVT, a membrana de silicone (Momentive Performance
Materials, New York, EUA), que rodea o cilindro interno e evita a formacéo de bolhas
de ar no meio de cultivo, também foi redesenhada para ser mais fina. Usando este
protétipo do BEVT um novo estudo foi completado por Gil, (2013), avaliando a
capacidade de oxigenacado e tensbes de cisalhamento medias, a velocidades de

rotacdo maiores as usadas no estudo de Santiago e colaboradores.

Figura 12. Protétipo do BEVT utilizado nos experimentos de cultivo de CEMs, com o
agitador (cilindro interno) e membrana de silicone. a) Base, b) parte superior, c) viséo lateral
do cilindro interno e d) a tampa superior unida ao cilindro interno através da haste de vidro.

b)
d)

Posteriormente, foi construido outro BEVT, conservando a mesma relacao

entre o raio interno e externo, para suportar um volume do meio de cultivo de 200
mL e foi usado também neste trabalho. Desta forma, no presente estudo foram
utilizados dois BEVTs com volumes de 100 e 200 mL. As informacdes detalhadas

das dimensdes dos BEVTs podem ser encontradas na Tabela 10.
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Tabela 10. Dimensdes e caracteristicas geométricas dos BEVT utilizados neste trabalho.

Caracteristicas BEVT 1 BEVT 2

Raio externo do biorreator Rex: (Raio do 32 6 mm 32 6 mm
vaso de vidro)

Raio interno do biorreator Rin: (Raio do

impelidor + espessura da membranade 21,9 mm 21,9 mm
silicone)

Altura do agitador 50,8 mm 50,8 mm
Altura do liquido H 40 mm 70 mm
Espessura da membrana de silicone 0,22 mm 0,22 mm
Espaco anular (d =Rex-Rint) 10,7 mm 10,7 mm
Volume do biorreator 100 mL 200 mL
Volume de trabalho 60 mL 100 mL
Raz&o entre 0s raios, o = Rint/Rext 0,67 0,67
Razao de aspecto, I' = H/d 3,74 6,56

As duas configuragbes do BEVT usadas na realizacdo das medidas
hidrodindmicas e nos cultivos, estdo as apresentadas na Figura 13, em A) um
cilindro interno deformado, que apresenta uma forma semelhante a um prisma reto
de base quadrada. Esse efeito ocorre devido a espessura da membrana de silicone,
que promoveu a modificacdo da forma cilindrica, fazendo com que o liquido
ocupasse um espaco adicional, finalmente, influenciando na altura do liquido entre
os dois cilindros (Figura 13A e 13B). Na Figura 13C, a configuragao do cilindro
interno, totalmente redonda, foi preservada. A variagcao da forma do cilindro interno
influenciou na altura do liquido aumentado de 6,5 cm a 8 cm, para o cilindro interno
deformado e redondo, respetivamente, e consequentemente no numero de vortices,
afetando os parametros hidrodinAmicos estudados. Em vista disso, para verificar
guantitativamente a magnitude desta influéncia, optou-se por comparar ambas

geometrias considerando as dimensdes apresentadas na Figura 14.
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Figura 13. Configuracdes do BEVT usadas com: (A) cilindro interno deformado; (B) Altura
do liquido com o cilindro interno deformado; (C) Altura do cilindro interno redondo.

~EIRE

Figura 14. Esquema dos BEVT com o cilindro interno redondo (esquerda) e o deformado
em forma de prisma reto de base quadrada (direita) usados neste trabalho, dimensdes
dadas em cm.

Fonte: acervo pessoal

Posteriormente, na realizacdo das medidas de velocidade minima de
suspensao (Nsi1) foi necesséria uma peca de PTFE na base do cilindro interno
(Figura 15C e 15D), para facilitar um contato mais préximo com a base do biorreator
(Figura 15A e 15B), além disso, a base do BEVT precisou ser modificada para
apresentar uma superficie o0 mais plana possivel (Figura 15F), através de camada
fina de silicone sobre a qual foi colocada uma lamina circular também de PTFE,
diminuindo o atrito entre a base do BEVT e a nova peca colocada na base do cilindro
interno.
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Figura 15. Modificagédo realizada no BEVT. Em (A) o cilindro interno recoberto com um filme
plastico (poliéster) até o fundo do biorreator para determinacéo do Ns;. Modificag&o final do
BEVT para os processos posteriores (B), com peca de PTFE encaixada na parte inferior do
cilindro interno (C) e (D). Vista completa do cilindro interno com membrana e a nova peca
de PTFE (E). Base do frasco de vidro com camada de silicone e filme de PTFE (F).

Frasco de
_~ vidro
(Cilindro
externo)

Peca de PTFE

Plastico

Cilindro 'intemo
interno

Y Filme de PTFE
sobre a camada de
silicone

51



Material e Métodos

4.7 AVALIACAO DE PARAMETROS HIDRODINAMICOS NO BEVT
4.7.1 Medicao davelocidade minima de suspenséo (Ns1) no BEVT

As medidas de velocidade de agitacdo para completa suspensao de
particulas, Nsi, foram realizadas no BEVT com as duas geometrias de cilindro
interno, deformado e redondo, e um volume de trabalho de 100 mL, através da
técnica proposta por Zwietering (1958). Para isto, o biorreator foi inoculado com uma
suspensao de microcarregadores Cultispher®S tratados (seguindo as instrugdes do
fabricante para uso em cultivo), em uma solucdo de PBS (Tabela 11) com volume
igual ao usado em cultivo (100 mL). Para cada concentracdo de particulas, foram
usadas varias frequéncias de rotacao, até obter a condicdo na qual as particulas se
mantiveram sedimentadas na base do biorreator por apenas um tempo de um a dois
segundos. Com o fim de evitar distor¢des na visualizagdo dos microcarregadores,
por causa da curvatura do tanque, o frasco foi colocado dentro de um vaso quadrado
contendo 4gua. O movimento das particulas em diferentes condi¢des foi observado
cuidadosamente com uma fonte de luz, localizada embaixo de uma plataforma de
vidro sobre a qual era colocado o biorreator. As medidas foram filmadas, com uma
camera profissional (Nikon D5200, Téquio, Japéo), apdés 20 minutos da ativacédo da

rotacao do cilindro interno.

Tabela 11. Composicéo da solugédo de PBS usada durante os experimentos.

COMPONENTE QUANTIDADE
NaCl 89

KCI 029

NaHPO,4 1,15¢g
K2HPO, 0,29

Agua purificada tipo 1 (no Mili-Q) 1L
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A metodologia proposta por Lawson e colaboradores (2017) foi também
usada, para verificacdo dos resultados obtidos visualmente, através da retirada de
amostras na parte superior e inferior do BEVT. Dessa forma, para verificar a
concentracdo de microcarregadores em cada posicao e condicdo de rotacao
testada, estes foram colocados em um filtro e levados a uma estufa a 60 °C durante
24 h, para ser posteriormente pesados. As medidas foram realizadas em triplicata
para concentracdes de particulas variando de 1 a 5 g/L. Uma curva para verificacdo
do tempo necesséario para secagem de uma amostra foi realizada em triplicata

previamente.

4.7.2 Medicao do tempo de mistura (6m) no BEVT

O tempo de mistura no BEVT, com as duas geometrias de cilindro interno,
foi avaliado usando sensores de temperatura tipo K, um médulo de leitura Max6675
(Arduino, Ivrea, Italia), uma placa Arduino e o programa Arduino 1.8.5 (o cdodigo
usado esta exibido no apéndice). Nas medidas, o cilindro interno redondo e
deformado, foram colocados dentro de um frasco de aluminio, atuando como
cilindro externo com um filme fino de teflon na base para diminuiu o atrito entre estes
e permitir o giro continuo do cilindro interno. O frasco de aluminio permaneceu
isolado do ambiente, através de uma camada de aproximadamente 2,7 cm de
isopor. Nas paredes deste, em dire¢Oes opostas, 0s sensores de temperatura foram
posicionados, localizados uno a 0,5 cm da superficie do liquido, e o outro a 0,5 cm
da base do frasco (Figura 16). Desta forma, para determinar a influéncia do volume
do indicador na medida, foi usada a técnica de pulso com quantidades, neste caso
de 4gua quente (~80 °C), entre de 1, 2, 3 e 5 % de volume, em um volume de agua
a temperatura ambiente (20-22 °C) encontrado dentro do biorreator, adicionados a
~1 cm da superficie da dgua. A velocidade de rotagcéo usada para este teste foi de
120 rpm. A partir destes resultados foi escolhido o volume 6timo para a
quantificacdo do 6m em frequéncias de rotacéao de 50, 70 e 100 rpm, realizados em
triplicata. Os dados de temperatura coletados pelos sensores foram obtidos a cada
~270 milissegundos, considerando o inicio e fim das medidas até atingir uma

tendéncia estavel da variavel de resposta (Bm). O tempo de resposta dos sensores,
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definido como o tempo onde o sinal atinge 63,2% do seu valor maximo, foi avaliado
através de um ensaio em degrau, deixando o0 eletrodo em agua a temperatura
ambiente até que este indicasse uma leitura estavel e, em seguida, sendo
introduzido em agua quente (~70 °C). Esta medida foi realizada também em
triplicata.

Figura 16. Esquema de obtencdo de dados através dos sensores de temperatura tipo K,

para determinacdo do tempo de mistura a frequéncias de rotacdo entre 50 e 120 rpm no
BEVT.

Placa MAX 6675
Arduino

ML

Sensor 51

Cilindrg_|
externo

&

Jaqueta + Cilindro interno

de isopor

Agitador magnético

Sensor 52

Fonte: Acervo pessoal

Outra técnica usada para a verificacdo dos valores encontrados do 6m
através do método térmico, foi a de descoloracédo por mudanca de pH, através da
adicdo de um acido ou uma base forte em agua (100 mL) a temperatura ambiente,
contendo um indicador, neste caso, 0.01 g/L de fenolftaleina. Inicialmente, o
biorreator foi mantido em repouso até a adicdo de 40 pL de NaOH (10 M), em
seguida a agitacdo e a contagem de tempo foram ativadas até a visualizacdo de
uma cor fucsia homogénea, isto para cada condi¢do de rotacéo testada. As medidas
foram filmadas com uma camera fotografica profissional (Nikon D5200, Téquio,

Japao) e realizadas em triplicada. Para evitar mudancas de viscosidade, a cada
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experimento a solu¢cdo de &gua foi trocada. Essa técnica também permitiu a
visualizacao dos voértices e a verificacdo de zonas segregadas devido a geometria
do biorreator (LAMBERTO et al., 1996). O movimento do fluido em trés geometrias
do cilindro interno, redonda, quadrada e deformada, também foi observado através
do uso de um fluido reoscépico. Desta forma, o BEVT foi levado para um quarto
escuro, e com ajuda de uma fonte de luz de 5 W, videos foram coletados com uma
camera fotografica profissional (Nikon D5200, Téquio, Japdo), para frequéncia de

rotacao de 50 e 120 rpm com cada configuracao.

4.7.3 Determinacdo do coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio (kLa)

A determinacéo dos coeficientes de transferéncia de oxigénio (kLa) para cada
condicao de agitagdo utilizada nos cultivos com os BEVTs (volume de trabalho de
60 e 100 mL), foram determinados usando a técnica dindmica de absorcéo de
oxigénio, empregada em um estudo prévio apresentado por Gonzalez (2015). Para
estas medidas foi usada uma sonda (InPro®6800 Series O2 sensor 12/25 mm da
Mettler, Toledo), imersa no meio de cultura, conectada ao BioFlo 110 Modular
Benchtop Fermentor M1273-0054 (New Brunswick Scientific, Nova Jersey, EUA).
Desta forma, os kias, sendo o coeficiente angular, foram obtidos através da
integracdo da equacdo de balanco de massa (Eq. 8) e os dados coletados da

variacdo da concentracdo de oxigénio com o tempo.

% =kia(Cs; — Cy) Equacéao 8

onde, Cs; é a concentracdo de oxigénio na fase gasosa, C. a concentracdo de

oxigénio no seio do liquido, k. o coeficiente global de transferéncia de massa e a é

a area interfacial.

4.7.4 Calculo datensao de cisalhamento no BEVT

As tensbes de cisalhamento médias foram calculadas com relacdes

empiricas encontradas na literatura, considerando a geometria do BEVT. Desta

55



Material e Métodos

forma, varidveis como o torque produzido pelo movimento do cilindro interno, o
numero adimensional do torque (Eq. 9 e 10), a energia de dissipacéo e a frequéncia
de rotacéo do cilindro interno, foram empregadas. O niumero adimensional do torque
foi calculado baseado na correlagéo proposta por Wendt em 1933 apud Lathrop;
Fineberg; Swinney, (1992):

G=1, 45 )7/4 Re3/? para 4x102<Re<10* Equacao 9

3/2
G=023 "5 )7/4 Rel7  para 10°<Re<10° Equagéo 10

onde o € a relacao entre raios e Re € 0 numero de Reynolds.

A partir destas relacdes foi calculado o torque (Eq. 11) e, consequentemente,
a energia de dissipacao por segundo por unidade de volume (Eqg. 12) (RACINA;
KIND, 2006), sendo esta ultima variavel dependente da taxa de cisalhamento (Eg.
13) (SANCHEZ PEREZ et al., 2006), que permite estimar finalmente o valor da

tensdo de cisalhamento média no espaco anular (Eq. 14):

T=G+p*v?+h Equacao 11
T+ ~
E= o Equacao 12
1
Y= (S)Z Equacéo 13
=y*U Equacéo 14

onde, € é a energia de dissipacdo média (W-kg?), Y é a taxa de cisalhamento (s™),
7 é a tensdo de cisalhamento (N-m), h a altura do liquido (m), Q é a frequéncia de
rotagdo do cilindro interno (s'), v é a viscosidade cinematica (m?.s') e p a

densidade do liquido (kg-m3).
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4.8 PROCEDIMENTO PADRAO SEGUIDO NOS EXPERIMENTOS DE
CULTIVO DAS CEMS NO BEVT E NO FRASCO SPINNER

4.8.1 Ativacao das células

CEMs mantidas em tubos criogénicos submersos em nitrogénio liquido a -
196°C, foram retiradas e descongeladas em um banho termostatico a 37 °C. ApoOs
o descongelamento completo, as CEMs foram transferidas para um tubo Falcon
contendo 9 mL de meio de cultivo a-MEM (suplementado de acordo com a Tabela
9), para posterior centrifugacéo (Excelsa Baby I, modelo 206, FANEM, Brasil) a 400
g por 5 minutos. Em seguida, apds a retirada do sobrenadante, as CEMs foram
ressuspensas em 2 mL de meio e inoculadas nos frascos T contendo uma
guantidade de meio de cultura tal que o volume final completou 15 mL, para frascos
T de 75 cm?, ou 30 mL, para frascos T de 150 cm?. A concentracdo de células
inoculada foi conhecida por contagem prévia no hemocitémetro, usando o método
de coloracdo com solugcdo aquosa de azul de tripan 0,4% viv (GIBCO,
Massachusetts, EUA). Apés a inoculagéo das células, os frascos T foram levados a
uma incubadora (Thermo Forma Series |1l Water Jacket CO:2 Incubator,

Massachusetts, EUA), para manter condi¢des estaveis de 37°C e 5% de COa.

4.8.2 Preparacdo parainoculacdo no BEVT e frasco Spinner

Ap0s atingir uma confluéncia celular de 80-90 % nos frascos T, as CEMs
foram lavadas com 10 mL de PBS (Tabela 11) para a retirada residuos de células
mortas e MEC. Em seguida, um volume de 4 ou 8 mL na garrafa de 75 ou 150 cm?,
respectivamente, da enzima de dissociacdo TrypLE®Select (1X) (GIBCO,
Massachusetts, EUA), foi adicionado e mantido por 5 minutos a 37 °C, para facilitar
a quebra das unides entre as células e destas com a superficie dos frascos. A acao
enzimatica foi atenuada pela adigdo de meio de cultivo, de 6 ou 12 mL para frascos
de 75 e 150 cm?, respectivamente. Esta solucgéo foi transferida para um tubo Falcon
e posteriormente centrifugada a 400 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado

e as células foram ressuspensas em 3 mL de meio de cultura. Desta suspenséo foi
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retirada uma aliquota de 0,5 mL para contagem no hemocitdmetro, que permitiu
definir da quantidade de CEMs a ser inoculada no biorreator.

Antes do cultivo, os microcarregadores foram preparados segundo as
especificacdes do fabricante. Para isso, uma concentragdo de Cultispher®S foi
suspensa em PBS durante aproximadamente uma hora para posterior esterilizacéo
a 120°C durante 30 minutos. Em seguida os microcarregadores foram lavados duas
vezes com PBS estéril e, finalmente, deixados em meio de cultivo na geladeira até
a inoculacdo no biorreator.

Para os microcarregadores MAG, um procedimento de hidratac&o diferente
foi necessario. Para isto, a quantidade desejada de microcarregadores MAG foi
deixada durante 4 horas em uma solucéo de reticulacao, contendo 50 mM de 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (Sigma-Aldrich, EUA), 1 % de CaCl:
(Sigma-Aldrich, EUA), 5 mM de Nhydroxysuccinimde (NHS) (Sigma-Aldrich, EUA) e
50 mM do tampdo MES (Sigma-Aldrich, EUA), para posterior lavagem e
esterilizacdo em soro fisiologico a 120°C durante 30 minutos. Apés o procedimento,
eles foram ressuspensos em meio de cultivo até a inoculagédo no biorreator.

Na preparacdo do BEVT e frasco Spinner, uma pasta heptandlica de
organosiloxano clorado, nomeada comercialmente como Sigmacote® (Sigma-
Aldrich, EUA), foi aplicada nas paredes internas, permitindo a formacao de uma fina
camada para evitar a adeséo de células e microcarregadores no vidro. Apés alguns
minutos, necessarios para a evaporagdo completa do heptano a temperatura
ambiente, os biorreatores foram lavados com agua destilada, secados em uma

estufa e finalmente esterilizados a 120 °C por 30 minutos.

4.8.3 Cultivo no BEVT

Inicialmente, o BEVT, com volume de trabalho de 60 e 100 mL, foi inoculado
com o meio de cultura a-MEM e com os microcarregadores hidratados, em seguida,
as CEMs foram inoculadas na relacdo de 50, 30 ou 20 células/microcarregador
dependendo do experimento, e o volume necessario em cada caso foi completando

com meio. Em seguida, o BEVT foi levado a incubadora para iniciar a fase de
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adesao com duracgdao total de 8 h. Esta etapa foi dividida em 4 partes, cada uma com
tempo de duracdo de duas horas, iniciando nas primeiras duas horas, com agitado
por 1 minuto a cada 15 minutos, nas seguintes duas horas a cada 30 minutos, as
proximas duas horas agitagdo a cada 60 minutos, e nas ultimas duas horas, sem
agitacdo. A intermiténcia foi necessaria para maximizar a adesdo e distribuicdo
homogénea das células nos microcarregadores (NG; BERRY; BUTLER, 1996).

Trocas de meio foram realizadas a cada 24h, para o0s experimentos
preliminares, e as 96 e 144 ou 168 horas, nos experimentos de validacéo, isto para
evitar a deplecédo de nutrientes e diluicdo de metabdlitos toxicos. O pH foi controlado
através da manipulacdo da porcentagem de CO:z na incubadora Thermo Forma
Direct Heat CO: incubator (Massachusetts, EUA). Os experimentos foram
realizados sem injecdo de ar forcada através do biorreator. Na Figura 17 é
representado o procedimento que foi seguido para a execucdo dos experimentos
de cultivo no BEVT.

Figura 17. Procedimento seguido na realizagdo de um experimento de cultivo no BEVT. As
etapas séo: 1) Descongelamento e ativagdo celular; 2) Cultivo em 2D para preparac¢ao do
indculo no BEVT; 3) Expansédo em 3D no BEVT e 4) Recuperacao e diferenciacao celular
depois do cultivo.

Recuperacdo e

diferenciagio
Descongelamentol I |_> I = I
%jﬁtﬁ )
(1) (2) (3) (4)

Fonte: Acervo pessoal
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4.8.4 Cultivos em frasco Spinner

O frasco Spinner usado nos cultivos (100 mL), consiste em um frasco de vidro
contendo um agitador de teflon de barra e duas pas verticais (BellCo, New Jersey,
USA). Neste biorreator, os procedimentos de inoculagao, fase de adeséo e fase de
expansao, foram executadas seguindo o0 mesmo protocolo empregado no BEVT. A
agitacdo utilizada nas fases adesdo e expansao foi de 30 rpm, a minima para

suspensao dos microcarregadores (Ns1) (HEWITT et al., 2011).

4.9 METODOS ANALITICOS

Apos a fase de adesdo e a cada 24 horas, uma amostra foi retirada dos
biorreatores e separada para avaliacdo da densidade das células aderidas e em
suspensao; quantificacdo do consumo de nutrientes e da producédo de metabdlitos
toxicos (lactato e aménia); quantificacdo da morte celular e do tamanho médio de

agregados, através dos procedimentos descritos a seguir.

49.1 Analise de viabilidade e densidade celular

A quantificacdo diaria, das células aderidas aos microcarregadores e as
encontradas na suspensdo, foi realizada usando uma mistura das enzimas
Colagenase tipo | e TrypLE®Select (1X) ou somente TrypLE®Select (1X) (GIBCO,
Massachusetts, EUA), durante ~7 minutos a 37 °C com agitacdo manual da amostra
nos ultimos 2 minutos. Para o processo de recuperacado celular final, foi utilizada a
enzima TrypLE®Select (10X) (GIBCO, Massachusetts, EUA) durante 15 a 20
minutos acompanhado de agitacdo mecanica constante. Apds observar a
degradacdo dos microcarregadores, as amostras foram centrifugadas para a
posterior retirada do sobrenadante, e em seguida, as células foram ressuspensas
em meio de cultivo. A determinacdo da densidade e a viabilidade celular foi
realizada pelo método de coloragcdo com solugédo aquosa de azul de tripan 0,4% v/v
(GIBCO, Massachusetts, EUA). A contagem foi realizada com uma camara de
Neubauer (hemacitometro, LO-Laboroptik, Lancing, Inglaterra) e um microscépio
BX51 (Olympus, Japéo). O corante permitiu a contagem diferencial de células vivas
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e mortas (NG; BERRY; BUTLER, 1996), sendo estas ultimas permeaveis ao corante
adquirindo uma cor azulada. A média e o desvio padrdao das medidas de densidade
e viabilidade celular foram determinados considerando entre 4 e 8 eventos de
contagem, sendo cada evento representado pela contagem de oito quadrantes,
utilizando o software Microsoft Excel 2010.

A densidade celular foi também quantificada usado o método do MTT com
o kit toxicoldgico in vitro (Sigma-Aldrich, Missuri, EUA), fundamentado na reacao
enzimatica, na qual é reduzido o Brometo 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (amarelo) para formazan (azul escuro). A quantificagdo do nimero
de células foi realizada a partir da medida de atividade mitocondrial das células
viaveis. Assim, ao inicio do experimento, uma amostra de células foi usada para a
elaboracdo de uma curva de calibracdo, obtendo uma relacdo de valores de
absorbancia contra concentracées de células. Os dados de absorbancia foram
obtidos no comprimento de onda de 590 nm utilizando um espectrofotdmetro
Multiskan FC 2,5 (Thermo Forma, EUA).

4.9.2 Quantificacdo da morte celular

Durante os experimentos também foi quantificada a morte celular através da
atividade da enzima Lactato desidrogenase (LDH) usando o kit toxicologico in vitro
(Sigma Aldrich, Missuri, USA). Desta forma, da amostra retirada diariamente, 300
uL do sobrenadante foram separados e realizado o protocolo indicado pelo

fabricante.

4.9.3 Anadlise de glicose, lactato, aminoacidos e aménia

O bioanalisador YSI-7100 MBS (Multiparameter Bionanalytical System,
Yellow Springs Instruments, EUA) foi utilizado para a quantificacdo da concentracao
de glicose, e lactato. Sua metodologia baseia-se na producdo de peréxido de
hidrogénio pela enzima oxidase imobilizada em membranas na presenga do
substrato. O peroxido € entdo oxidado em um anodo de platina produzindo elétrons

em uma taxa constante e proporcional a quantidade de substrato, sendo assim a
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concentracdo do substrato definida. A analise de aminoacidos por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizou uma coluna pico-tag (Waters, IRL) como
fase estacionaria e como eluente foi utilizado um gradiente constituido por duas
fases méveis A e B. A fase A é composta de acetato de sodio tri-hidratado 17,86
g/L (J. T. Baker, EUA), trietilamina 0,047 % v/v (Sigma-Aldrich, EUA), EDTA 0,0188
% v/v e acetonitrila 6 % v/v (Panreac, ESP) em agua ultrapura tipo 1. A fase B,
apenas acetonitrila 60% v/iv e EDTA 0,02% v/v em &gua ultrapura tipo 1. As
condicdes de operacdo do cromatografo da Waters foram: temperatura de 36°C,
tempo de corrida de 45 minutos e gradiente com vazao pré-determinada. Os picos
foram detectados no comprimento de onda 254 nm. Por outro lado, as analises da
concentracdo de aménia foram feitas com eletrodo ion seletivo. O medidor da
Thermo Scientific (EUA), modelo ORION 710A, foi utilizado para obter as medidas

de milivoltagem.

4.9.4 Medicao do tamanho de agregados durante o cultivo

Dentre as amostras retiradas a cada 24 horas, uma quantidade de
microcarregadores foi corada com 20 uL de solucdo aquosa de cristal violeta
(GIBCO, Massachusetts, EUA). Os microcarregadores foram lavados com agua
destilada e transferidos para a camara de Neubauer (hemacitbmetro, LO-
Laboroptik, Lancing, Inglaterra). Os microcarregadores corados foram fotografados
com ajuda de um microscépio modelo CK30 (Olympus, Japao) e uma camera
fotografica (Nikon D5200, Toquio, Japdo). As imagens adquiridas foram tratadas
com o software Imagem Pro Plus 8.5, para medicdo do diametro médio de uma
populacao de 50 a 100 agregados.

4.9.5 Fixacao de células para microscopia eletrénica de varredura
(MEV)

A verificacdo das células aderidas aos microcarregadores e formacgéo de

agregados durante o cultivo também foi evidenciada através de microscopia
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eletrbnica de varredura (MEV). O tratamento das amostras foi iniciado com a
lavagem dos microcarregadores/agregados com PBS a 37°C, colocados
previamente em uma placa de 24 pocos. Em seguida, as células foram fixadas com
uma solugéo contendo 2% (v/v) de glutaraldeido 50 % (Anidrol, Brasil), 0,1 M de
cacodilato de Na* (Sigma-Aldrich, Missuri, EUA) e 0,1 M de sacarose (Labsynth,
Brasil), a 4°C por 12 horas. Posteriormente, as amostras foram lavadas
exaustivamente (aproximadamente 6 vezes) com uma solucdo de 0,1 M de
cacodilato de Na* (Sigma-Aldrich, Missuri, EUA). Em seguida, 2 mL de uma solucao
de 1% de tetradxido de Osmio (Thermo Fisher Scientific, New Jersey, EUA) e 0,1 M
de cacodilato de sédio, foi adicionada a cada poco e deixada por 1 hora. Apds esse
periodo, esta solucdo foi substituida por uma solucdo contendo 1% (v/v) de acido
tanico (Neon comercial, Brasil) e 0,1 M de cacodilato de sédio, que foi deixada por
1 hora. Em seguida, as amostras foram desidratadas com uma série de lavagens
de solucdes de etanol 30, 50, 70, 80, 90 e 100% (v/v) a temperatura ambiente,
ficando em contato com cada solucédo por 10 minutos, repetindo o ultimo passo, com
a solucéo 100 % de etanol, 3 vezes. Em seguida o alcool foi retirado dos pogos e
foi adicionado 2 mL de hexametildisilazano (Thermo Fisher Scientific, New Jersey,
US) por 3 minutos. ApGs o tempo, o excesso foi retirado e as amostras foram secas
totalmente, para finalmente serem revestidas com ouro, em uma camada de
aproximadamente 15nm usando o Sputter Coater, Modelo SCDO050 (LEICA
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e examinadas em um microscépio eletrénico de
varredura (MEV), modelo JSM6510 (JEOL, Téquio, Japao).

4.9.6 Diferenciacéao celular

As células recuperadas apos o cultivo foram induzidas a diferenciagdo em
adipdcitos, condrocitos e ostedcitos. Para adipocitos e ostedcitos foram utilizadas
trés placas de 24 pocos TPP (Sigma-Aldrich, Missuri, EUA), nas quais foram
inoculadas 4x10* células por pogo, em 6 pocos por placa. Apés 24 horas, o meio
dos pocos foi substituido por de meio especifico de diferenciacédo do kit StemPro™

(GIBCO, Massachusetts, EUA). Para condrécitos, goticulas de 5 pL com
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concentracdo de 1x108 células/mL foram inoculadas em placas sem tratamento e

deixadas na incubadora durante 30 minutos, para posterior adicdo do meio de

diferenciacéo especifico do kit StemPro™ (GIBCO, Massachusetts, EUA). Durante

0 processo de diferenciacao foram realizadas trocas da metade do meio indutor a

cada 3 dias. As placas foram mantidas a 37°C e 5% de CO2zdurante todo o periodo

de diferenciacdo. Apés completar o tempo de incubacédo de durante 21 dias para

ostedcitos e adipocitos e de 14 dias para condrdcitos, as placas foram submetidas

ao processo de coloragdo com os indutores especificos empregados para cada caso

seguindo o procedimento apresentado na Tabela 12.

Tabela 12. Informagfes especificas sobre as metodologias utilizadas nos testes de
diferenciagéo celular das CEMs.

Diferenciagéo

Indutores

especificos

Metodologia

Ostedcitos

Condrocitos

Adipdcitos

Dexametasona
(10-8M), acido
ascorbico 2-

fosfato (50uM)

Dexametasona
(10-8M) e
Rosiglitozona

(5uM)

Para cada poco foi retirado o meio indutor e colocado
500mL de paraformaldeido 4% (v/v) por 30 min, em
seguida cada poco foi lavado com agua destilada para
posterior adicdo de nitrato de prata 5% (v/v) por mais
30 min em auséncia de luz. Seguidamente 0s pocos
foram lavados novamente e expostos a luz 100 W por
15 min. Imediatamente foi adicionado Tiossulfato de
Sodio por 5 min e finalmente os pogos foram lavados
com &gua destilada e observados no microscoépio.

Depois de retirado o meio indutor de cada poco, eles
foram lavados com 500 uL de PBS 1x para adicionar
em seguida paraformaldeido 2% por 30 min. Apés
disso, os pogos foram lavados com agua destilada e
incubados em 1% de Azul de Alciano por 1 h.
Finalmente os pocos séo lavados com agua destilada e
observados no microscapio.

Para cada poco foi retirado o meio indutor e colocado
500uL de paraformaldeido 4% (v/v) por 30 min, em
seguida os pocos foram lavados com agua destilada e
incubados em A&lcool 70% (v/v) por 2 min.
Posteriormente, o &lcool foi retirado para adicionar o
corante Sudan Il por 5 min e posterior substituicdo com
alcool 70% (v/v). Finalmente os pocos foram lavados
com &gua destilada e observados no microscépio.
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Finalmente, apés a diferenciacdo as placas foram observadas no
microscopio Optico para adquirir evidéncias fotograficas. A diferenciacdo em
ostedcitos foi evidenciada pelo acumulo de cristais de oxalato de calcio. Por outro
lado, adipdcitos apresentaram goticulas de gordura coradas em amarelo e 0s
condrdcitos, formacdo de agregados de coloracdo azulada semi-aderidos a

superficie da placa.

4.10 ANALISE DE RESULTADOS DE CULTIVO

4.10.1 Célculo da velocidade especifica de crescimento e fator de
expansao

Para os cultivos, foi calculada a velocidade especifica maxima de
crescimento (Umax) na fase exponencial, a partir da integracéo da equacao 15, sendo

Mmax a tangente do grafico de In (xw2/xi1) por tempo.

p=_-— Equacéo 15

Onde, t € o tempo de cultivo em horas e xu e Xtz S840 0s numeros de células viaveis

na fase exponencial de acordo com o tempo t1 e tz, respectivamente.

O fator de expanséo celular maximo durante os experimentos foi calculado

através da equacao 16.

FE=XZ Equacéo 16

Xi

sendo Xt e Xxi, as concentracdes celulares final e inicial (a partir das 8 horas apos a

fase de adesao), respectivamente, durante o cultivo.
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4.10.2 Rendimento aparente do lactato a partir da glicose

O rendimento aparente da producdo de lactato a partir de glicose foi

qguantificado através da equacéo 17.

_ iac

YLac/Glic - Equacao 17
dgli

onde Yiac/61ic € 0 rendimento aparente do lactato a partir da glicose, qq¢ € g 13 S80

a producdao de lactato e consumo de glicose durante o intervalo de tempo entre duas
amostragens, isto é, gmet = + (Amet/At'X,,), onde Amet € @ variagdo da concentracao do
metabdlito durante um periodo de tempo At e X, € a média do numero de células

viaveis durante o mesmo periodo de tempo.

4.10.3 Histograma de frequéncia de agregados durante os experimentos

Os histogramas de frequéncia de agregados com tamanhos menores ou
iguais a 0,3 mm durante os cultivos, para a condi¢éo de 90 rpm (Ns1), foram obtidos
com o software Excel 2010 (Microsoft, Washington, EUA), usado para os calculos,
e o OriginPro® (OriginLab, Massachusetts, EUA), para realizar os graficos. Desta
forma, a partir dos tamanhos médios dos agregados em cada tempo, obtidos como
descrito no item 4.9.4, o valor maximo e minimo foi localizado, usando a fungéo de
Excel MAXIMO ou MINIMO, e o conjunto de dados. Com estes dados, uma
classificacdo dos tamanhos de agregados (classes) foi calculada com a Equacéo

18, e o incremento que separa cada classe foi calculado com a Equacéo 19.

Classes = \n Equacio 18

Onde n é o numero total de dados, neste caso o nimero total de medidas de

tamanho dos agregados.

(Maximo—Minimo)

Incremento = Equacéo 19

Classes

66



Material e Métodos

A partir desses dados, uma matriz de trés colunas foi construida, sendo que
na primeira coluna foram localizados o numero de classes obtidas, neste caso
numeradas de 1 até vn; na segunda coluna encontravam-se os valores do tamanho

de agregados em incrementos, obtidos usando a Equacgao 20.

Tamanho do agregado = Minimo + Y5'9%° i x incremento Equacéo 20

E finalmente, na terceira coluna foi usada a funcdo FREQUENCIA,
selecionando as células da média dos tamanhos dos agregados, gerada
inicialmente pelas réplicas e o conjunto de dados do Tamanho do agregado, gerada
pela Equacdo 20 (localizados na segunda coluna da matriz). Desta forma, o0s
histogramas foram construidos com os dados de tamanho do agregado, e a
frequéncia, ou quantidade, de agregado, localizados na segunda e na terceira

coluna da matriz.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados dos experimentos realizados, foram apresentados como
média + erro padrdo da média (DP) dos valores obtidos para diferentes réplicas,
considerando para os resultados das medidas de caraterizacéo hidrodinamica e de
crescimento celular um n=3, e n=50 e 100, para as medidas de tamanho de
agregados. Métodos estatisticos como analises de variancia (One-way ANOVA)
foram empregados para verificar as diferencas significativas entre os resultados de
crescimento e tamanho de agregados. Nas analises de significancia, um valor p
menor a 0,05 foi considerada estatisticamente significativa. O programa OriginPro®

(OriginLab, Massachusetts, EUA) foi usado para as andlises estatisticas.
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4.12 PROGRAMACAO E ESTRATEGIAS ADOTADAS NOS EXPERIMENTOS

O resumo e descricdo dos experimentos de avaliagdo da hidrodinamica e
cultivos realizados, sé&o apresentados na Tabela 13. Inicialmente, foram realizados
dois experimentos no BEVT1, com um volume de trabalho de 60 mL, usando a
linhagem hMSCs-TERT e o microcarregador MAG, nomeados EEP1 e EEP2
respectivamente. Estes experimentos preliminares, foram realizados para avaliar
crescimento, morte celular e controle da agregacao no BEVT1, em condi¢cdes de
rotacdo comumente empregadas no frasco Spinner, de 50 e 70 rpm.

A partir das medidas do 8m, foram verificadas as mudancas na hidrodinamica
como resultado da geometria do cilindro interno, deformado ou totalmente redondo
e com estes resultados medi¢des do Ns1 foram realizadas (ECH21-24) para as duas
geometrias. Proporcionadas as informacdes do Nsi, foi escolhida a geometria do
BEVT com o cilindro interno deformado, e novas condi¢cdes foram escolhidas para
0s experimentos de cultivo. Estes experimentos, nomeados EBT1 e EBT2, foram
realizados com CEMs derivadas de corddo umbilical e tecido adiposo, usando o
microcarregador Cultispher®S, em condi¢cdes de rotacéo iguais e maiores do Nsi.
Cultivos no frasco Spinner, considerado como controle, foram realizados para fins
comparativos (EFS1 e EFS2).

Tabela 13. Programacéo e descricdo dos experimentos

Identificacdo
do Biorreator | Descri¢cdo do experimento Finalidade

experimento

Caracterizacédo Hidrodinamica

Medicado do 6, através do | Obtencédo de dados de tempo
método térmico e | mistura para condicbes

ECH11 BEVT 1 o 3 _
frequéncias de rotagdo de | Spinner.
50 e 70 rpm usadas nos

cultivos.

de
de

colorimétrico para | agitacdo normalmente usadas em
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Continuacédo Tabela 13.

Medicao do coeficiente de | Avaliacdo da transferéncia de
ECHI2 transferéncia de massa | oxigénio sem injecdo de ar em
(kea) sem injecdo de ar | condigbes de baixa rotacao.
para 50 e 70 rpm.
Célculo das tensdes de | Verificacdo de tensdes de
cisalhamento com | cisalhamento em condi¢cbes de
ECH13 relagcbes encontradas na | rotacdo baixas.
literatura para 50 e 70
rpm.
. Medicao do 6, através do | Obtengcao de dados de 6, na
rasco
ECH14 Spi método colorimétrico para | condicdo usada no cultivo para
inner
P 30 rpm. fins comparativos.
Experimentos preliminares
Linhagem hMSC-TERT | Avaliar o crescimento celular e
com o0 microcarregador | modulagdo do tamanho de
EEP1 MAG (3 g/L) a 50 rpm. agregados com velocidade de
agitacdo normalmente usadas em
BEVT 1 Spinner.
CEMs primarias derivadas | Avaliar o crescimento celular e
— de corddo umbilical e | modulacio de tamanho de
microcarregador MAG (3 | agregados com baixa
g/L) a 70 rpm. concentracao de SFB.
Caracterizacdo Hidrodindmica
Medicdo do Ns1 usando | Obtencéo de dados de
duas metodologias para | frequéncias de rotagdo para
ECH21 BEVT 2 concentracgdes entre 1 e 5 | diferentes  concentracdes de
g/L de microcarregador | microcarregador Cultispher®S.
Cultispher®S.
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Continuacédo Tabela 13.

Medicao do 6, através do | Obtencdo de dados de tempo de
método térmico e | mistura para as varias condicdes
ECH22 colorimétrico para | de rotagédo usadas nos cultivos.
frequéncias de rotacdo
entre 50 e 120 rpm usadas
BEVT 2 nos cultivos.
Medicao do coeficiente de | Avaliagdo da transferéncia de
transferéncia de massa | oxigénio sem injecdo de ar
ECH23 (kLa) sem injecdo de ar a | considerando uma maior altura do
90 e 100 rpm. liquido devido ao aumento do
volume de meio de cultivo.
Célculo da tensdo de | Avaliacdo de tensdes de
ECH24 BEVT 2 cisalhamento com | cisalhamento a frequéncias de
relagbes encontradas na | rotagdo maiores que 0 Nsa.
literatura a 100 rpm.
Performance em cultivo de CEMs
Cultivo em triplicata com | Avaliacdo em condicbes de
CEMs priméarias derivadas | rotacdo maiores ao Ns1 para
EBT1 BEVT 2 de corddo umbilical em | verificar modulacdo de tamanho
microcarregador de agregados e morte celular
Cultispher®S (1 g/L) a 100 | através de analise de LDH.
rpm.
Cultivo com CEMs | Experimento controle no qual
primarias derivadas de | serdo avaliados crescimento,
Frasco cordao umbilical e | controle no tamanho de
EFSt Spinner microcarregador agregados e morte celular através
Cultispher® S (1 g/L) a 30 | de analise de LDH.
rpm.
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Continuacédo Tabela 13.

Cultivo em triplicata com
CEMs primarias derivadas

de corddao umbilical e

Avaliacdo em condicbes de
rotacdo considerando o Ns; para

verificar modulacdo de tamanho

EBT2 BEVT 2 tecido adiposo em | de agregados e morte celular
microcarregador através de analise de LDH.
Cultispher®S (3 g/L) a 90
rpm.
Cultivo com CEMs | Experimento controle no qual
primarias derivadas de | serdo avaliados crescimento,
Frasco cordéao umbilical e | controle no tamanho de
EFS2 Spinner microcarregador agregados e morte celular através

Cultispher®S (3 g/L) a 30

rpm.

de andlise de LDH.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AVALIACAO DO Ns1 NO BEVT

O critério de suspensdo em um sistema solido-liquido, atingido
tradicionalmente através da agitacdo, é essencial para a otimizacdo de sistemas
quimicos e bioquimicos, que envolvam reacdes ou processos de transporte de
massa ou energia. Neste sentido, no cultivo dindmico de células aderidas a
microcarregadores, maiores desafios sdo enfrentados devido a sensibilidade as
forcas hidrodindmicas e tendéncia a agregacdo de microcarregadores-células
(ROBERTS et al., 2019), sendo importante definir o nivel de suspenséo requerido

para contornar estes dois problemas.

As medidas do Nsi foram inicialmente realizadas para uma geometria
cilindrica, porém, apds alguns experimentos percebeu-se que quando era usada a
membrana de silicone envolvendo o cilindro interno do biorreator, esta sofria uma
deformacgdo devido a presenca do liquido no espaco anular, permitindo que o
cilindro interno adotasse a forma de prisma quadrado. Esta nova geometria e sua
influéncia nas carateristicas de escoamento em cilindros concéntricos, gerou a

necessidade de estudar estas duas geometrias e avaliar seu potencial.

As concentragbes do microcarregador (MC) Cultipher®S usadas na
quantificacdo do Nsi1 sdo apresentados na Tabela 14. Para isto, avaliagbes
inicialmente visuais, permitiram observar a sedimentacdo e acumulo dessas
particulas no centro da base do BEVT, principalmente quando foi usado o cilindro
interno redondo, em velocidades de rotagcédo baixas (menores que 70 rpm), como
pode ser observado na Figura 18. Essa sedimentacdo € causada principalmente
pela velocidade nula no centro do BEVT, somada a forca centripeta que as
particulas experimentam, causada pela trajetéria circular do liquido. Estas primeiras
tentativas, foram realizadas com uma distancia minima de 3 mm entre a base do
cilindro interno e a base do frasco, devido as maiores distancias provocarem um
aumento do acumulo dos MCs nesta regidao do biorreator e, a eliminagcédo desta

distancia dificultava o giro do cilindro interno por causa do atrito.
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Tabela 14. Quantidade de microcarregadores Cultispher®S utilizadas para determinacéo

de Ns; no BEVT.

N° de 8x10°
microcarregadores/g*

g* 0,5
N° de Microcarregadores 4 x10°
N° de 4000

microcarregadores/mL

Gramas de 5
microcarregador/L

8x10° 8x10° 8x10°

0,3 0,2 0,1
2,4 x10° 1,6 x10° 8 x104
2400 1600 800

*g= gramas de massa seca

Figura 18. llustracdo da sedimentagédo observada no fundo do BEVT com cilindro interno
redondo, apresentada para uma concentracdo de 2 g/L Cultipher®S em PBS, com
velocidades entre 115 a 210 rpm. A regido escura indicada pela seta vermelha evidencia a
deposigcéo de microcarregadores e sua tendéncia a diminuir com o aumento da agitagéao.
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Em vista desta problematica foi utilizado um filme fino de poliéster
envolvendo completamente o cilindro interno redondo e uma peca de teflon para o
cilindro interno deformado (vide secéo 4.6), evitando a deposi¢cdo de uma grande
parte dos microcarregadores que ficavam nesta regido, garantindo a maior
suspensao destes no espaco anular entre os dois cilindros. Nessa nova condi¢ao,
foi possivel obter dados de Nsi por inspecgéo visual para ambas configuracdes do
BEVT, como apresentado na Tabela 15, auxiliadas pelo tingimento dos

microcarregadores com o corante violeta cristal (Figura 19).

Tabela 15. Resultados da determinacdo da Ns: no BEVT com PBS a diferentes

concentragdes de microcarregador Cultispher®S determinados por inspecgéao visual.

Concentragdo de microcarregador Ns1 (rpm)
Cultispher®S (g/L)

BEVT Redondo BEVT Deformado

1 90 65
2 ND 80
3 120 90
5 145 ND

ND=Na&o determinado.

Posteriormente, com o intuito de verificar a confiabilidade dos dados de Nsi
obtidos visualmente, amostras de MC da parte superior e inferior do BEVT,
aproximadamente a 1 cm da superficie superior do liquido e da base (detalhado no
topico 4.12), foram coletadas para determinar a concentracao pontual através de
medidas de massa seca, obtendo os resultados apresentados na Figura 21. A

quantificacdo da massa seca foi realizada apés um periodo de secagem de 24
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horas, garantido a eliminacdo completa de PBS das amostras de MC como pode
ser verificado na Figura 20.
Figura 19. Avaliagdo do Ns: por inspecéo visual usando o BEVT com o cilindro interno

redondo para 1 g/L de Cultispher®S tingidos com violeta cristal. As velocidades de rotacao
do cilindro interno nestas imagens foram de 70 (A), 80 (B) e 90 (C) rpm.

Figura 20. Resultados de verificacdo do tempo necessario para atingir massa seca
constante na determinagdo do Ns; no BEVT através de medidas de massa seca de

microcarregadores, n=3.
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Os resultados obtidos de concentracdo de MCs em funcdo do Nsi1 para as
duas configuragfes de cilindro interno do BEVT, mostraram uma tendéncia linear
crescente (Figura 21), como observado através da inspec¢éo visual previamente

realizada. Tais resultados evidenciaram a necessidade de menores velocidades de
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rotacdo, 30 rpm menos, traduzido em uma menor poténcia inserida no sistema, para
suspender a mesma carga de MCs, quando empregado o BEVT com o cilindro
interno deformado, em comparacdo ao BEVT com o cilindro interno redondo. Isto
pode ter ocorrido em razdo da mudanca no padrdo de fluxo mais rapida, causada
pela geometria menos arredondada como observado por Tanzeglock (2008).
Adicionalmente, a componente de fluxo axial comeca a ser importante com o
aparecimento do regime de fluxo com vértices Wavy (FVW), sendo maxima no
regime turbulento (NEMRI et al., 2014; NEMRI; CHARTON; CLIMENT, 2016).
Considerando isto, nas condi¢des de rotacao usadas, o BEVT com cilindro interno
deformado propicia a aparicdo de um regime de transicdo entre o FVW e o
turbulento, nomeado fluxo com vortices Wavy Modulado (FVWM), e o turbulento.
Isto, somado ao menor numero de vortices observados com esta geometria,
permitiram obter valores de Ns1 menores, que os obtidos no BEVT como o cilindro
interno redondo.

Figura 21. Resultados das medidas de Ns; para o BEVT com o cilindro interno deformado
(A) e 0 BEVT com o cilindro interno normal (B), com concentragbes entre 1a4e 1 a5 g/L,

respectivamente, usando microcarregadores Cultispher®S, determinados por retirada de
amostras na parte superior e inferior do frasco a diferentes frequéncias de rotagdo com n=3.
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Resultados de Ns1 obtidos usando outros tipos de MCs e de impelidores sao
apresentados na Tabela 16 e Figura 22. A partir desses dados, e considerando a
Equacdo 3 (vide secdo 2.4), nota-se que 0 Ns1 € um parametro fortemente

relacionado com a geometria do impelidor. Uma geometria especifica do impelidor
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pode contribuir para a geracéo de componentes de fluxo axiais e radiais, facilitando
a suspensdao rapida das particulas e uma boa mistura, como acontece com 0sS
impelidores de laminas usados nos biorreatores de tanque agitado, resultando em
menores Nsi1 (Tabela 16). Em contrapartida, o impelidor pode promover a
convergéncia do fluxo que acontece normalmente embaixo do impelidor,
provocando a sedimentacdo e agregacdo de particulas nesta regido (JAFARI;
TANGUY; CHAOUKI, 2012; KAISER et al., 2013).

Tabela 16. Medidas de Ns; realizadas com microcarregadores empregados em cultivo de

células animais dependentes de ancoramento em diferentes concentragdes e com varios
tipos de impelidores em biorreator tipo tanque agitado.

Microcarrega Concentra ) Ns1
5 Impelidor Referéncia
dor ¢ao (g/L) (rpm)
6-Laminas inclinadas 45° e
Cytodex 3® 10 45 IBRAHIM;
InterMIG-dupIo NIENOW. 2004
Barra horizontal 50
Cytodex 3® ~1 HEWITT et al.,
Pas verticais e barra 30 2011
) 7 4-Laminas inclinadas 67
Colageno _ LAWSON et al.,
15 (descentralizado) 74% 2017
Plastic P102- 1 a.Lami nclinadas 459 255
L (SoloHill -Laminas inclinadas RAFIQ et al, 2013
10 150
2.9 50*
ProNectin ®F 3-Laminas inclinadas 30° :ICQB%%AIER et
7.1 60* v
5 120
Hillex Il . 105 KAISER et al.,
ProNectin % Pa-barra 63 2013
Rushton 163
Cytodex 1™ 4,8 e 12**  Turbina Helice Marino 140 {(JICIZOZL(;_ll(g)NON et
Orelha de elefante 75 "

*Emprego de chicanas. **N&o houve diferencgas significativas do Ns1 com as trés concentracdes de
microcarregadores testadas.
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Na Figura 22, encontram-se os dados de Nsi encontrados na literatura e os
obtidos para o BEVT com o cilindro interno deformado, representados por circulos
pretos vazios, sendo estes proximos e em alguns casos, de duas a trés vezes
maiores ou menores que outros tipos de impelidores. Nesta coleta de dados,
também foi evidenciada a importancia das chicanas, na rapida suspenséo dos MCs,
traduzido em valores baixos de Ns1 (Tabela 16).

Figura 22. Comparagdo dos resultados de Ns; para diferentes cargas de
microcarregadores, frequéncia de rotacdo e tipos de impelidor: 1) 6 laminas inclinadas 45
°: 2) InterMIG-duplo; 3) Pulga e pas verticais; 4) Pulga horizontal; 5) 3-pas inclinadas 45°;
6) Pas; 7) 3 laminas inclinadas 30°; 8) Pas e barra; 9) Orelha de elefante; 10) Turbina Marine

e 11) Turbina Rushton de 4 pés, encontrados na literatura e os obtidos com o BEVT com o
cilindro interno deformado (circulos vazios pretos).
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30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
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Outros fatores importantes a serem considerados na quantificacdo do Nsi,
séo as carateristicas das particulas, como a densidade, diametro e concentracao.
No caso do cultivo de células aderentes, os microcarregadores, manufaturados com
diferentes materiais e tamanhos entre 125 e 380 um, possuem uma densidade
préxima a do meio de cultivo. Contudo, estes parametros tendem a aumentar
durante o cultivo devido ao crescimento celular, sendo recomendado o incremento
gradual da velocidade de agitacdo, para evitar os problemas que surgem com a
formacao de grandes agregados (LAWSON et al., 2017).
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Por outro lado, teoricamente, o dano as ceélulas aderidas aos
microcarregadores pode ser consequéncia do tamanho dos turbilhndes gerados pela
agitacdo e quantificados através da escala de Kolmogorov (n). Considerando os
valores obtidos de Nsi, e a taxa de energia dissipada (item 4.7.4), o tamanho destes
turbilndes através da Equacéo (4) para o BEVT com o cilindro interno redondo e
deformado, foi calculado. Os resultados obtidos para o BEVT com cilindro interno

redondo e deformado, sdo apresentados na Figura 23A e 23B, respectivamente.

Figura 23. Relagdo do didametro médio dos turbilhndes de Kolmogorov (n) € o nimero de
Reynolds para o BEVT com cilindrico interno redondo (A) e cilindro interno deformado (B).
Os calculos foram realizados usando as equagdes do item 4.7.4 e a Equagéo 4. A linha
pontilhada vermelha indica a condicao limite de velocidade de rotacéo.
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Considerando a teoria da escala de Kolmogorov (n), a viabilidade celular néo
sera comprometida se 0 n permanece maior o igual ao tamanho das particulas, n =
~ 0,6 dmicrocarregador (NIENOW et al., 2014). Neste caso considerando o diametro
médio do Cultispher®S (250 um), seria necesséaria uma condicdo em que 0 n seja
maior o igual que 153 um, evidenciando que para o BEVT com o cilindro interno
redondo, um nimero de Re abaixo de 1619 (50 rpm) teria que ser usado, para evitar
gue o tamanho dos turbilhes de Kolmogorov provocassem morte celular através
da remocéo das células da superficie do MC (Figura 23A). Portanto, relacionando o
n com o Ns1 obtido para este, concentragdes de particulas muito baixas deveriam

ser usadas, menores que 1 g/L, para garantir um ambiente homogéneo sem agredir
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as células aderidas aos microcarregadores. Por outro lado, para o BEVT com o
cilindro interno deformado, frequéncias de rotacao de até 90 rpm, Re de ~3300, com
concentraces de Cultispher®S de 3 g/L ou menores podem ser usadas (Figura
23B).

Jossen e colaboradores encontraram para o tanque agitado, valores de n
minimos entre 60 e 70 ym, usando 0 Nsiu (49 rpm) e 0 Ns1 (60 rpm), sendo menores
do que os considerados para ndo causar remocao e dano celular (n = 141 pm).
Estes pesquisadores justificaram o uso dessas condi¢fes, devido a leve exposicao
a desses turbilndes pelos baixos tempos de circulagdo e tempos de residéncia
obtidos por eles, embora ndo tenham sido apresentados dados confirmando
auséncia de morte celular (JOSSEN et al., 2018). Schirmaier e colaboradores,
também encontraram valores de n menores do que o limite de remogéo (n = 101
Mm), usando o critério de suspensdo para trés escalas do tanque agitado, com
auséncia também de uma medida quantitativa da auséncia de morte celular.
Adicionalmente, os valores do n tender a piorar com o aumento de escala, ficando
proximos de 10 e 15 ym (SCHIRMAIER et al., 2014). Neste sentido, ferramentas
computacionais podem contribuir com informac¢des importantes, possibilitando
prever a fracdo de volume desses turbilhdes, junto a variaveis como a agregacao,
gue implicam um aumento do impacto desses turbilhdes devidos aos requerimentos
de agitacdo (LAWSON et al., 2017).

5.2 DETERMINACAO DO TEMPO DE MISTURA (©m) PELO METODO
COLORIMETRICO

O tempo de mistura (Bm) na area de cultura celular é considerado critico em
relacdo as variaveis, como concentragdo de nutrientes e pH, este ultimo controlado
muitas vezes pela adi¢ao localizada de acido ou base fortes. Estudos realizados,
por Osman e colaboradores (2001), destacam os efeitos no metabolismo,
crescimento e secrecdo de produto, causados por mudancgas do pH de um cultivo
de células de mieloma, confirmando a importancia da medicao deste parametro para

evitar perdas no rendimento de um cultivo pela presenca de zonas heterogéneas.
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Desta forma, sdo desejados Om baixos, que assegurem um alto grau de

homogeneidade.

Considerando as duas configuracdes do BEVT, foram coletados dados de
tempo de mistura, obtidos através do ensaio tipo pulso com um tracador de calor e
através de sensores de temperatura. Prévio a isto, o tempo de resposta destes
sensores foi obtido através de um ensaio em degrau, como apresentado na Figura
24, obtendo-se um valor de 0,55 s.
Figura 24. Perfil de resposta dos sensores para determinacdo do tempo de resposta. O S1

€ 0 sensor superior, colocado aproximadamente a 7 cm da superficie, e 0 S2 € 0 sensor
inferior, localizado a 0,5 cm da base, os dois colocados dentro do BEVT.
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A verificacdo da quantidade do tracador de calor (agua quente), que forneceu
menor interferéncia na variavel resposta (6m), foi também necessaria. Para tal fim,
testes usando o BEVT com o cilindro interno redondo a 120 rpm e volumes de 1, 2,
3 e 5 mL de agua quente (~100 °C), foram injetados no topo do biorreator, obtendo-
se diferentes perfis, como apresentado na Figura 25. Esses resultados demonstram
que a injecao de 1 mL do tracador no volume de trabalho (100 mL), néo influenciou
a resposta do sinal do sensor, apresentando um incremento na temperatura média
menor que 0,5°C, permanecendo na faixa do erro dos sensores. Com 0 acréscimo
de 2 mL do volume do tracador de calor, 0 aumento do sinal do sensor foi mais
pronunciado, obtendo-se um valor do 8m de 34+2,51 segundos. Utilizando um
volume de 3 mL, foi obtido um 6m de 16+4,00 segundos, e com a inje¢do de 5 mL,

uma resposta instantanea foi observada, concluindo-se que uma influéncia
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significativa no Bm pode ser esperada com adicionados de volumes maiores a 3%
do volume total. Isto posto, foram realizadas as medicOes experimentais do 8m em
outras condicdes de rotacdo do BEVT, usando um volume do tracador de calor de
2 %.

Figura 25. Perfil de dados coletados pelo método térmico através da injecao do tracador
de calor com volumes de 1, 2, 3 e 5 % para a verificacdo da influéncia no 6m, com S1

indicando a posicao do sensor superior, proximo a superficie do liquido, e S2 o sensor
inferior, localizado proximo da base do BEVT.
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90000 120000 150000 180000 210000
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O perfil tipico das medidas obtidas do 6m no BEVT, é apresentado na Figura
26, evidenciando a resposta rapida do sensor superior (S1), posicionado mais
proximo a adicdo do tracador, e a progressiva mudanca da resposta do sensor
inferior (S2), devido a sua localizacao na base do BEVT, que era 0 esperado. Neste
caso, os valores obtidos do Bm, foram os atingidos até que a temperatura (T(t))
mostrara um valor estavel, com uma variacdo de + 1°C do valor final, ou seja, 0 B9o.
Essa consideragdo, do 699, € mais adequada, ja que permite uma menor
variabilidade nos tempos de mistura obtidos considerando varios pontos da adi¢cao
do tracador (DISTELHOFF; MARQUIS, 2001).
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Figura 26. Perfil de dados coletados pelo método térmico para a obtengéo do 6, do BEVT
normal a 100 rpm. Medi¢des realizadas com um sensor de temperatura localizado na parte
superior (S1), a 0,5 cm da superficie, e um inferior (S2), a 0,5 cm da base, com volume de
injecdo de 4gua quente (80°C) de 3 mL em 97 mL de agua a temperatura entre 19-23°C
encontrados dentro do BEVT.
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Dessa forma, nas Tabela 17 e 18, sao apresentados os 699 para o BEVT com
o cilindro interno redondo e deformado, respectivamente, através do método
térmico, obtidos a partir dos perfis de mudanca de temperatura, e a partir do método
colorimétrico, coletados através da inspecédo visual usando uma base forte e um
indicador de pH (ver tépico 4.7.2). Os resultados obtidos através de ambos métodos
apresentaram valores proximos entre eles, e permitiram evidenciar a diminuicéo do
Bm com a transicdo do regime FWYV para o turbulento, principalmente para o BEVT
com o cilindro interno redondo em velocidades de rotacdo menores a 70 rpm. Estas
observacdes sdo coerentes com o mencionado por Nemri e colaboradores (2014),
no que se refere ao aumento significativo da transferéncia de massa no fluxo
turbulento sobre outros regimes (NEMRI et al., 2014). Em contrapartida, no BEVT
com o cilindro interno deformado, foram menos evidentes as diferencas ou
acréscimos em termos de Om, devido a que nas velocidades de rotagdo usadas,
prevalece a presenca do regime FWV modulado, um regime de transicdo mais
préoximo do turbulento, e o turbulento (NEMRI; CHARTON; CLIMENT, 2016).
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Tabela 17. Resultados do 69 no BEVT com o cilindro interno redondo pelo método
colorimétrico (visual) e através do método térmico em triplicata, n=3.

Tempo de mistura (s)
Frequéncia de rotagéo

Regimes de fluxo

(rpm) Método Método Re

térmico colorimétrico
50 104+ 9,19 157+9,89 1619 Fluxo FWV
70 49+2,00 60+4,35 2267 Fluxo turbulento
100 38+3,46 50+7,63 3238 Fluxo turbulento
120 34+ 251 30+3,40 3886 Fluxo turbulento

Tabela 18. Resultados do 69 no BEVT com o cilindro interno deformado pelo método

colorimétrico (visual) e através do método térmico, n=3.

Tempo de mistura (S)
Frequéncia de rotagéo

Regimes de fluxo

(rpm) Método Método Re
térmico colorimétrico
50 21,1+223 305+1 1838 Fluxo FWV modulado
70 15,4 +2,41 27 +272 2574 Fluxo turbulento
100 13,6 +1,22 17,5+3,53 3677 Fluxo turbulento
120 9,3+1,00 13+2,51 4412 Fluxo turbulento

Os resultados de 6m também podem ser apresentados através do numero

adimensional de tempo de mistura, NBm, representando as rotacées necessarias

para atingir um certo grau de homogeneidade (Figura 27). No caso do BEVT com o

cilindro interno deformado, tanto as medidas visuais, como as obtidas através do

método térmico, mostram uma tendéncia mais constante, comumente observado
em condi¢cdes de turbuléncia (NAGATA, 1975). Por outro lado, o BEVT com o

cilindro interno redondo, mostra a necessidade de um numero maior de rotacoes,

em velocidades menores que 70 rpm, para que um grau de mistura comparavel ao

atingido no regime turbulento.

84



Resultados e Discussdes

Figura 27. Resultados de revolugdes N6y, para o BEVT com o cilindro interno redondo
(circulos) e cilindro interno deformado (quadrados) pelo método colorimétrico (visual) e
através do método térmico.

240 - " T " T " T " E
204 =O Método térmico-BEVT redondo

{1 =O=Método coldrimetrico-BEVT redondo
20090 =0 Meétodo térmico-BEVT deformado ]
1804 == Método coldrimetrico-BEVT deformado 4

160 i i
140 i i
120 i i
100 i i

80 é ]

Numero de revolugdes, N6 O]

60 o = - i
40 - ]
20 - - - - - -3
1000 I ZOIOO I 30I00 I 40IOO I 5000

NUmero de Reynolds (-)

Adicionalmente, foi usada a correlacdo ajustada por Nienow (1997),
inicialmente proposta por Ruszkowski para o tanque agitado com um impelidor tipo
turbina Rushton, que considera a constante A de 5,9 e uma relacdo de aspecto de
H/T=1 (Equacéo 6), sendo que em nosso caso, H/T=1,09 e 0,94, para o BEVT com
cilindro interno redondo e deformado respectivamente, (Figura 28). Usando esta
correlacdo para dois tipos diferentes de impelidores, foram obtidos outros valores
do fator A, de 6,5 e 8,7 (KAISER et al., 2011), também avaliados na Figura 28, para
a duas configuracdes do cilindro interno do BEVT. No caso do BEVT com o cilindro
interno deformado, observou-se que os valores do 6m obtidos, foram mais préximos
aos calculados com a Equacao 6 usando o fator A de 5,9. Em contrapartida, os
resultados do BEVT com o cilindro interno redondo, n&o se aproximaram a nenhum
valor obtido pelas correla¢des, s6 se mostrou proximo na maxima velocidade de

rotacao testada, com a correlagao usando o fator A de 8,7.

(g)% Equacéo 6

1
3

0,, = 5,91 (Tg) (&)
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Figura 28. Resultados experimentais do tempo de mistura (6m), encontrados através do
método térmico, em funcdo do nimero de Reynolds para o BEVT com o cilindro interno
redondo (A) e com o cilindro interno deformado (B). As correlacbes foram obtidas para
tanque agitado com chicanas.
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Embora o Om seja um parametro que também depende da poténcia e
propriedades do fluido, a relacdo entre o 8m e o tipo de fluxo gerado pela geometria
do impelidor ficou evidente em ambas configuracdes do BEVT. No caso do BEVT
com cilindro interno redondo, foram observados 6m mais longos e dependentes da
velocidade de rotacao, principalmente para velocidades baixas, devido ao regime
de fluxo gerado nessas condi¢cdes e 0 maior numero de vortices, como pode ser
observado nas Figuras 29 e 30, que mostram os 6 e 8 vortices no BEVT com o
cilindro interno deformado e redondo, respectivamente (DISTELHOFF; MARQUIS,
2001; YEOH; PAPADAKIS; YIANNESKIS, 2005).

Figura 29. Visualizacdo dos vortices no BEVT com o cilindro interno deformado pelo

método colorimétrico a 500 rpm, usando glicerina pura misturada com 0,004 g-L* de
vermelho de fenol e a adicdo de 10 M de NaOH.

3° par de vortices

2° par de vortices

1° par de vortices
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Figura 30. Visualizagéo dos vortices no BEVT com o cilindro interno redondo pelo método
colorimétrico a 70 rpm, usando agua com 0,01 g-L* de fenolftaleina e a adicdo de 10 M de
NaOH.
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Na Tabela 19 estdo representados os resultados do Om encontrados na
literatura para diferentes impelidores, na posicdo central e sem perturbacdes
dindmicas de velocidade de agitacdo. Estes dados, sugerem que os impelidores de
laminas proporcionam menores Om, devido a geracao de fluxo axial e circunferencial,
que oferecem uma rpida mistura, como mostrado por Kaiser e colaboradores
(2013). Comparando esses dados de 6m e 0s obtidos para ambas configuracdes do
BEVT, estes foram até dez vezes menores nas mesmas condicfes de rotacao.
Considerando outros estudos com o BEVT, diferencas nos 6m podem ocorrer devido
as diferentes dimensdes geométricas usadas, especificamente as relacbes I' e ©
(Tabela 14), que podem influir também na rapidez da transi¢édo dos regimes de fluxo
(CURRAN; BLACK, 2005a; DENG et al.,, 2009; EDWARDS; BEANE; VARMA,
1991).

A visualizacdo do escoamento de fluxo em trés configuracdes de cilindros
internos, redondo, deformado e quadrado, esta Ultima considerada por apresentar
uma geometria mais proxima com a deformada, foi realizada através do uso de um
fluido reoscopico de cor vermelha (Figura 31). Um volume de 100 mL e velocidades
de rotacdo de 50 e 120 rpm foram utilizadas. Pelas imagens obtidas foi evidenciada
a rapida mistura com as configura¢cdes menos arredondadas, como foi observado
também no tempo de mistura, devido ao rompimento da simetria rotacional do fluxo
eliminando de regides de baixa velocidade e proporcionando uma distribuicdo da
taxa de cisalhamento mais homogénea (SOOS; WU; MORBIDELLI, 2007).
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Tabela 19. Levantamento de dados tempos de mistura (6m), usando diferentes técnicas,
para varios tipos de impelidores encontrados na literatura.

Ref.
. . . Volume de
Tipo de impelidor Re trabalho (L) Bm (S) NOm
BEVT (cilindro normal) 3886 34 68
0,1 Este trabalho
BEVT (cilindro deformado) 4412 9,3 18,6
. (HEWITT et al.,
Frasco spinner 1510 0,1 22 11 2011)
Pas retas inclinadas a 60°
(tipo Pitched Blade) 4.9 49
P4s retas inclinadas a 45° 59 50 _
(tipo Pitched Blade) ' (DISTELHOFF;
24000 2400 MARQUIS,
Turbina Rushton 5,7 57 2001)
Tipo Butket 6,2 62
Hiperboloides 17 170
(YEOH;
. PAPADAKIS;
Turbina Rushton 40000 0,8 0,92 33,2 YIANNESKIS,
2005)
. (BARRETT et
3 Pas 33900 3 100 80 al., 2010)
(OSMAN;
Pé&s 30° (tipo Pitched Blade) 8700 1,8 <60 <125 BIRCH;
VARLEY, 2001)
(LEGRANDT;
Cilindro (homélogo do BEVT) 958 0,55 80 80 COEURET,
1986)
L . (VALLEJOS et
*
Pas (tipo Pitched Blade) 23860 4,5 3,65 14,5 al., 2011)
3-4 Pasretas inclinadasa 2,2 18 > (SOUSA et al.,
30° (tipo Pitched Blade) 025 56 42 2015)
(SANCHEZ
Tipo disco 42000 0,75 >3600 >500 CERVANTES et
al., 2006)
Wavy e 100 60 (SINGH, 1999)
Aiflift (lwm) e 2,5¢ 10 gg 17e (CERRI, 2009)

NBm= NUmero de rota¢des do impelidor com N em rps (adimensional). *Vaz&do de ar de 0,01 vvm.
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Figura 31. Regime de fluxo ocorrendo a velocidades de rotagédo de 50 e 120 rpm em trés
configuracdes de cilindro interno no BEVT, visualizadas através do uso de um fluido
reoscoépico. Imagens obtidas com (A) cilindro interno redondo, (B) cilindro interno
deformado e (C) cilindro interno quadrado.
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Finalmente, nas Tabelas 20 e 21 sdo apresentadas algumas das
carateristicas hidrodinamicas importantes consideradas neste trabalho, com a
finalidade de permitir comparacdes entre o BEVT com cilindro interno deformado e
o tanque agitado ou frasco Spinner. Na Tabela 20, pode-se observar a proximidade
dos valores de carateristicas hidrodinamicas entre o frasco Spinner e o BEVT com
o cilindro interno deformado, a pesar da necessidade de maior poténcia deste ultimo
para atingir esses dados, discriminando as vantagens do BEVT quando sédo
considerados dados médios apresentados normalmente em estudos.

Tabela 20. Resumo das caracteristicas hidrodinAmicas do BEVT e do biorreator de tanque
agitado (frasco Spinner) analisados neste trabalho.

Biorreator
Biorreator BEVT cilindrico  BEVT deformado Frasco Spinner
Velocidade de rotacéo 100 100 30
(rpm)
Om (S) 38+3,46 20,6+2,23 1443,21
Escala de Kolmogorov, n 106* 155* 183**
(hm)
Taxa de dissipacdo de 35* 7,6* 8,8**

energia, ex10* (w/kg)

*Dados médios calculados neste trabalho. **Dados médios para o frasco Spinner obtidos de HEWITT
etal., (2011).

Adicionalmente, na Tabela 21, mostram-se as diferencas existentes nas
carateristicas fisicas que determinam varias das vantagens do BEVT sobre o tanque
agitado, como a auséncia de defletores e o tamanho do impelidor, que entre outras
coisas permite acréscimos na transferéncia de oxigénio, pela presenca da
membrana de silicone, e maior homogeneidade em termos de taxa de dissipagéo

de energia, e portanto, de tensdes de cisalhamento.
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Tabela 21. Comparagdo de algumas caracteristicas fisicas a serem consideradas no
escalonamento do BEVT e do biorreator de tanque agitado tradicional.

Caracteristica BEVT Tanque agitado

Geometria do frasco Cilindrico com fundo plano Cilindrico com fundo curvo

Defletores N&o precisa. Precisa para uma boa
mistura.

Tipo de impelidor e Vertical com rotacdo combinando Vertical com rotacdo no

rotacéo trés dire¢bes: azimutal, radial e plano horizontal.
axial
Zona do impelidor >50 % da massa do biorreator. 5-10% da massa do
biorreator
Aeracéao Sem formagédo de bolhas através Através de aspersor
de uma membrana de silicone. localizado na base.

5.3 CULTIVOS NO BEVT E FRASCO SPINNER

Todos os experimentos de cultivo apresentados a seguir, foram realizados
em auséncia de injecdo forcada de ar através do BEVT com cilindro interno
deformado, uma vez que nas condi¢cdes de rotacdo escolhidas, os valores de kLa
(maior a 0,9 ht) permitiram o suprimento pleno de oxigénio dissolvido. Estes
experimentos foram realizados considerando uma distancia de 3 mm entre o cilindro
interno e a base do biorreator. Desta forma, os primeiros dois experimentos
identificados como preliminares na Tabela 16, foram realizados no BEVT1, com 60
mL de volume de trabalho, permitindo a formacao de apenas um par de vortices.
Nesses experimentos exploratorios, identificados como EEP1 e EEP2, foram
usados dois tipos de células, a linhagem hMSC-TERT de medula éssea e CEMs-

CU, com concentracao de 3 g/L de microcarregados MAG.

Nos seguintes experimentos, realizados no BEVT2, caraterizado por ter uma
relacdo maior de L/d, foi operado com um volume de trabalho de 100 mL, obtendo-
se 3 pares de vortices. Neste biorreator foram realizados experimentos, descritos

na Tabela 16 como EBT1 e EBT2, utilizando CEMs primarias de cordao umbilical e

91



Resultados e Discussdes

de tecido adiposo, com o0 microcarregador comercial Cultispher®S em
concentracfes de 1 e 3 g/L. Experimentos realizados no frasco Spinner também
foram realizados para fins comparativos. Dessa forma, a seguir sdo apresentados
0s resultados obtidos para cada condigdo usada, e no final deste capitulo uma
discusséo desses resultados comparados aos encontrados na literatura para outros

biorreatores sera apresentada.

5.3.1 Resultados dos experimentos preliminares no BEVT1

Nos resultados do experimento EEP1, realizado a 50 rpm com a linhagem
hMSC-TERT e uma concentracdo de 3 g/L de microcarregadores MAG, um
crescimento gradual durante os primeiros 5 dias foi observado, acompanhado por
uma formacdo tardia de agregados. Apos as 120 horas, o inicio da fase estacionaria
foi evidenciado (Figura 32 D), devido possivelmente a falta de area disponivel para

crescimento, como foi observado no registro fotogréafico apresentado na Figura 63.

Finalmente, apés 192 horas de cultivo a fase de declinio foi atingida devido
a excessiva agregacao, resultando em tamanhos de agregados médios proximos a
1 mm (Figuras 32C e 63), como consequéncia do aumento do numero de células
nos MCs que causo a sedimentagdo destes. Desta forma, dificultando a
recuperacdo de células viaveis principalmente dos agregados com diametros
maiores que 0,40 mm, dos quais a maioria, possivelmente, com centro necrosado
formado pela indisponibilidade de nutrientes e oxigénio para as células encontradas
no interior destes (SEN; KALLOS; BEHIE, 2001; WU et al., 2014). Nestas condicdes
de agitacao (50 rpm) foi atingida uma taxa especifica de crescimento maxima pmax
de 0,01 h'' e uma densidade celular maxima de 8,87 e 6,63 x10° células/mL,
representando um fator de expansédo de 7,1 e 5,4, obtidos através do kit MTT e da

recuperacéo enzimatica pela TrypLE®Select (1X), respectivamente.

Em termos de consumo de nutrientes, durante o experimento foi observado
uma queda gradual dos substratos glicose e glutamina, entretanto, sem atingir
valores limitantes em funcdo das trocas de meio realizadas ap0s as 24 horas. A

producdo maxima de lactato e amonia, atingidas no final do cultivo, foi de 8,56 e
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0,12 mM, respectivamente. Embora essas concentragdes sejam relativamente
altas, principalmente a do lactato, s&o menores do que aquelas encontradas para
inibir o crescimento de CEMs (SCHOP et al., 2010). A atividade glicolitica das
células (Yiacigi) neste experimento foi de 1,26. O pH foi mantido pelo controle da
porcentagem de CO2 entre 6,8 e 7,3 durante todo o cultivo (Figura 32 A).

Figura 32. Resultados do experimento EEP1 realizado no BEVT1 a 50 rpm usando meio
MesenPRO (Gibco) com 2% de SFB, para cultivo da linhagem hMSC-TERT com inoculo de
7,5 x10° células em 3 g/L de microcarregador MAG. Em A) pH; B) concentracéo de glicose
e lactato; C) diametro médio de agregados e D) numero de células aderidas aos
microcarregadores obtido pelo MTT, células aderidas pelo método enzimatico usando
TrypLE®Select (1X) e nimero de células livres (em suspenséo) obtidos pelo método de
exclusao do corante azul de tripan, n=3.
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Para esta condicao de velocidade de rotag&o (50 rpm) no BEVT1, um kLa de
0,900 + 0,002 h foi encontrado, sendo ligeiramente baixo devido a pouca area
superficial do liquido para difusdo do oxigénio, em comparacao a outros biorreatores

como o tanque agitado. Em relacdo a tensdo de cisalhamento média, obtida atraves
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das correlagées apresentadas no item 1.7.4, um valor de 0,01 N/m? foi encontrado.

O Omfoi de 53+1,63 segundos através do método colorimétrico.

Durante o cultivo identificado como EEP2, realizado com CEMs-CU e 3 g/L
de microcarregador MAG a 70 rpm, foi observado um comportamento parecido com
ao obtido em EP1, caraterizado por um crescimento progressivo durante o0s
primeiros 6 dias de cultivo, seguido de uma fase estacionéria (Figura 33 D). A
formacdo de agregados aconteceu apOs 144 horas, embora com tamanhos
menores aos obtidos em EP1, devido a maior velocidade de rotacdo, atingido
tamanhos médios maximos de 0,490+0,172 mm, como apresentado nas Figuras 33
C e 63, coincidindo com a queda da concentracdo de células viaveis recuperadas
através do método enzimatico.

Figura 33. Resultados do experimento EEP2 realizado no BEVT1 a 70 rpm, usando meio
alfa MEM com 15% v/v de SFB, para cultivo com CEMs-CU com inoculo de 1,25 x10°
células/mL em 3 g/L de microcarregador MAG. A) pH; B) diametro médio de agregados; C)
concentracdo de glicose, glutamina e lactato e D) ndmero de células aderidas aos
microcarregadores obtido pelo MTT, numero de células aderidas pelo método enzimatico

usando TrypLE®Select (1X) e nimero de células livres (em suspenséo) obtidos pelo método
de exclusao do corante azul de tripan, n=3.
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Nesse experimento foi obtida uma quantidade de células maxima de 7,01 e
1,22 x10° células, pelo método MTT e processo de digestdo enzimatico,
respectivamente, representando um fator de expansdo maximo de 7,02 e uma taxa
especifica de crescimento maxima pmax de 0,0176 ht durante a fase de expanséo.
A problemética da recuperacdo das células pelo método enzimatico também foi
evidente e demostrou ser mais critica neste experimento, devido a maiores periodos
de exposicdo a enzima. Nas analises de concentracdo de nutrientes, os substratos
glicose e glutamina atingiram valores minimos de 5,37 e 2,09 mM, respectivamente,
ndo ocorrendo esgotamento destes nem do resto de amino acidos, em funcédo das
trocas diarias de 50 % do meio realizadas apés cada 24 horas. Nessas condicdes
de rotacdo também foi observada uma atividade glicolitica similar a obtida em EP1
(Yiacigi = 1,28), embora uma menor concentracdo de lactato (6,28 mM) foi atingida

ao final do cultivo. O pH foi mantido entre 7,1 e 7,3 durante todo o cultivo.

A transferéncia de oxigénio e tensdo de cisalhamento média foram
ligeiramente superiores, de 0,920+0,001 h' e de 0,015 N/m, respectivamente,
comparada ao EP1, ja esperado devido a maior velocidade de rotagdo. Em relagcédo
as caracteristicas de mistura avaliadas através do método colorimétrico, foi obtido

um 6m de 2713,4 segundos.

5.3.2 Experimentos para analise da performance do BEVT2 em cultivos de
CEMs primérias

Com o objetivo de ter uma medida quantitativa do dano celular, foi utilizando
o kit especifico para detectar a enzima intracelular Lactato Desidrogenase (LDH),
liberada no meio de cultura quando se apresenta rompimento da membrana celular.
Para tal fim, testes prévios para a quantificacdo e avaliacdo da estabilidade da
enzima contida em 15 % de SFB no meio de cultura a temperatura constante (37
°C) foram realizados. Nos resultados pode ser observado um comportamento
estavel da enzima durante um periodo aproximado de uma semana (Figura 34A),
de acordo com o encontrado na literatura para diferentes concentragdes de SFB,
como pode ser observado na Tabela 22 (GOERGEN; MARC; ENGASSER, 1993;

95



Resultados e Discussdes

QUESNEY et al., 2001; RACHER; LOOBY; GRIFFITHS, 1990). Apos esse periodo
de tempo, de aproximadamente 200 horas, foi observada uma degradacao da

enzima mais pronunciada.

Tabela 22. Dados de absorbancia de LDH obtidos do meio de cultivo alfa MEM a 5, 10 e
15% de SFB. As medicdes foram feitas em condi¢des normais de cultivo, 37°C e 5% de
COg, em frasco agitado.

Tratamento amostra de Meio alpha Mem Composicdo SFB Absorbancia
5% 0.075+0.005 (n=6)*
Amostras sem espuma 10% 0.143+0.002 (n=11)*
15% 0.261+0.021 (n=9)**

*Valores das médias + Desvio padrdo (nimero de observacdes cada uma realizada em triplicata);
dados obtidos de (WOLTERBEEK; VAN DER MEER, 2005) com meio MEM; ** Dados obtidos neste
trabalho.

Testes adicionais para verificar a variagao da enzima LDH em diferentes pHs,
considerando uma faixa comum em cultivo, foram também realizados para meios
de cultivo preparados com diferentes lotes de SFB. Desta forma foram avaliadas 30
amostras de trés meios de cultivo alfa MEM com 10 % de SFB em pH entre 6,7 e
7,5. Os resultados apresentados na Figura 34B, evidenciaram a variabilidade da
medida com as mudancas de pH, sendo necessario para as préximas medidas, a
consideracdo de mudancas drasticas do pH. Dessa forma, nos experimentos foi
utilizada a média desses valores (0,275) para pHs entre 7,0 a 7,4, como base para

evidenciar incrementos na atividade da enzima durante o cultivo.
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Figura 34. Variagéo da atividade da enzima LDH proveniente de 15 % de SFB em meio
alfa MEM durante incubacédo a 37°C (A), e variabilidade da absorbancia em diferentes
condicbes de pH da enzima proveniente de meio alfa MEM com 10 % de SFB, n=30 (B).
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Realizada esta avaliacéo, foi conduzido o seguinte grupo de experimentos,
identificados na Tabela 16 como EBT1, no BEVTZ2, com volume de trabalho de 100
mL, realizados a 100 rpm. Estes experimentos foram realizados com células de
corddo umbilical e concentracdes de microcarregador Cultispher®S de 1 g/L.
Durante o cultivo, como apresentado na Figura 35A, o pH atingiu valores acima de
7,3 nas primeiras horas de cultivo, o que pode ter causado uma fase lag mais longa
como consequéncia de pHs maiores que 7,4 (Figura 35D), como observado por
outros pesquisadores (MILLER; BLANCH; WILKE, 1988; OSMAN; BIRCH;
VARLEY, 2001).

No entanto, foi observado um melhor crescimento, atingindo uma densidade
de 6,58+1,30 e 1,75 +0,59 x10° células/mL, representado um FE de 27,4 e 7,29,
baseado na concentracdo do inéculo, e 3,69 e 10, baseado na concentracdo celular
obtida as 8 horas, através do kit MTT e recuperacao enzimatica, respectivamente,
e uma pPmax Na fase de expanséao de 0,019 h* (r’=0,96), considerando os resultados
obtidos através da recuperacéo enzimatica. Em relacdo ao metabolismo celular, foi
observado que a concentracdo de glicose n&do apresentou valores abaixo de
6,90+0,23 mM, e a concentracdo de lactato e amonia atingiram valores maximos de
5,62+0,45 e 1,8 mM, respectivamente (Figura 35B). O rendimento aparente de

lactato a partir da glicose (Yiacigiic) foi de 2,01+ 0,01.
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Figura 35. Resultados do experimento EBT1 realizados no BEVT2 a 100 rpm, usando alfa
MEM com 10 % de SFB, para cultivo de CEMs-CU com in6culo de 2,4 x10* células/mL e 1
g/L de microcarregador Cultispher®S. A) pH; B) concentracdo de glicose, glutamina,
arginina e lactato; C) diametro médio de agregados e D) o numero de células aderidas aos
microcarregadores obtido pelo MTT e método enzimatico usando TrypLE®Select (1X), e o
namero de células livres (em suspensdao) obtidos pelo método de exclusao com tripan, n=3.

tro médio

ame

76
T 7.4 1
o
7.2 1
ss 7.0+ 1
EE 3
% g ESs
2% s EE
0 EZg
ﬁg# S.E(O
ENcN-
O <<
£
£ %%#
)]
(]
k]
[0
(2]
9
o
@
)
T

a

g 0.151— T T T T T T T —1 7X104
% 7.50x10°] —V— Quantificacéo de células aderidas pelo Tryple Dt 6x10°
o 5 ] —O— Quantificacdo de células aderidas pela MTT i 4
8 £ 6.00x10 —— Células na suspensio 5X:I'04
g 8 450x10°; 4x10,
g3 3.00x10°; - :gx%&
E € 150x10° Eﬁ:@j@;ﬁQfm—ﬂ r ];].04
g 0.00 L ; . . . . . — +—10

3 0 24 48 72 96 120 144 168 192

Tempo (h)

A modulacdo no tamanho dos agregados, foi mantida aproximadamente
estavel, com um tamanho médio de 0,360+0,105 mm durante as ultimas 48 horas
do cultivo. Embora uma velocidade de rotagéo de 100 rpm, maior que 0 Ns1 (70 rpm),
foi usada, a formacdo de agregados com tamanhos homogéneos foi favorecida
(Figura 63), sem ser evidenciado um incremento na morte celular indicada pelo LDH
como mostra a Figura 36, mantendo-se entre 0,27 e 0,4, para 0s trés experimentos
mesmo apos a fase de adeséo, a partir da qual a agitacdo permaneceu constante.
Apoés as 96 horas, a atividade da enzima LDH teve um aumento possivelmente
relacionado com desprendimento de células causado pela reativacdo da agitacdo

apos a troca de meio.
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Figura 36. Resultados de determinacdo de atividade da enzima lactato desidrogenase
(LDH) como indicadora de lise celular durante experimento EBT1 realizado com CEMs-CU
em triplicata no BEVT2 a 100 rpm. As quedas nos valores de absorbancia sdo produto das
trocas de meio de 50 % realizadas as 96 e 144 h. A linha vermelha indica o valor da média
da atividade da enzima LDH do meio de cultivo suplementado com 10 % de SFB sem célula,
n=3.
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Nestes experimentos, 0 processo de recuperacdo das células aderidas aos
microcarregadores em cada ponto de amostragem foi dividido em duas partes: na
primeira parte, a amostra foi ressuspensa em colagenase tipo | durante 5 minutos a
37 °C, e na segunda parte, ap6s a retirada da colagenase por centrifugacéo a 400
g por 5 minutos, a amostra foi ressuspensa em TrypLE®Select (1X) durante 2
minutos & mesma temperatura, mantendo sempre um volume constante. Este
procedimento foi eficiente durante as primeiras horas de cultivo, apos as 120 horas,
a formacéao de agregados dificultaram drasticamente a recuperacao das células por
digestdo enzimatica, mesmo possuindo tamanhos menores que 0,4 mm,
provavelmente devido a densa matriz extracelular formada (Figura 63), sendo
necessario aumentar o tempo de exposi¢do a enzima, causando uma leve queda
na viabilidade celular nas ultimas horas do cultivo (Figura 37).

Nestas condicdes, a transferéncia de oxigénio no BEVT2 a 100 rpm avaliado
com o k.a foi de 1,00+0,30 h'l, um 6m de 14+1 s e uma tensdo de cisalhamento
média de 0,024 N/m?.
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Figura 37. Recuperacao e viabilidade das CEMs-CU aderidas aos microcarregadores
usando as enzimas colagenase tipo | e TrypLE®Select (1X) durante o cultivo no BEVT2 a
100 rpm.
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Os préximos experimentos, identificados como EFS1, foram realizados no
frasco Spinner a 30 rpm, usando CEMs-CU e 1 ¢g/L de microcarregador
Cultispher®S. Nessas condicdes, foi atingida uma densidade celular de 1,68 (£0,53)
X 10° células/mL, representando um FE de 9,09+5,01 e uma pmax de 0,012 h,
(r°=0,96), considerando resultados obtidos através da recuperacédo enzimatica. O
pH do experimento foi mantido entre 6,8 e 7,4 (Figura 38A). Apesar da formacgéo de
agregados heterogéneos apos as 96 horas (Figura 38C e 39), o aumento da
atividade da enzima LDH foi observada a partir das 72 horas, e foi gradualmente
aumentando até atingir um valor maximo de 0,5 (Figura 40). No final do experimento
foi atingido um tamanho de agregados maximo médio de 0,750 +0,315 mm (Figura
380C).

Em relacdo ao metabolismo celular, a concentracdo de glicose minima
atingida foi de 7,03+£0,46 mM, e a concentracdo de lactato e amobnia apresentaram
valores maximos de 6,53+1,17 e 1,36+0,17 mM, respectivamente (Figura 38B). O
rendimento aparente de lactato a partir da glicose (Yiacigic) estimado foi de 1,73+0,14
durante o cultivo. Na recuperacdo através do processo de digestdo enzimatica,
verificou-se uma queda gradual na viabilidade apos as 96 h, como é apresentado

na Figura 41, devido a formacao de agregados.
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Figura 38. Resultados do experimento EFS1 realizado no frasco Spinner a 30 rpm, usando
meio alfa MEM com 10% v/v de SFB, para cultivo com CEMs-CU com inoculo de 2,4 x10*
células/mL em 1 g/L de microcarregador Cultipher®S. A) pH; B) didmetro médio de
agregados; C) concentracdo de glicose, glutamina e lactato e D) nimero de células
aderidas aos microcarregadores obtido pelo MTT, numero de células aderidas pelo método
enzimatico usando TrypLE®Select (1X) e nimero de células livres (em suspenséo) obtidos
pelo método de exclusdo do corante azul de tripan, n=3. Trocas de meio de 25 e 50 % foram
realizadas as 96 e 144 h, respectivamente.
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Figura 39. Imagem dos agregados de microcarregadores-células apresentados as 268 h
de cultivo no frasco Spinner a 30 rpm com CEMs-CU aderidas a microcarregador
Cultispher®S.

Figura 40. Resultados da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) como
indicadora de lise celular durante experimento EFS1 realizado com CEMs-CU em triplicata
no frasco Spinner a 30 rpm. A linha vermelha indica o valor da média da atividade da enzima
LDH do meio de cultivo suplementado com 10 % de SFB sem célula, n=3.
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Figura 41. Recuperagdo e porcentagem de viabilidade das CEMs-CU aderidas aos
microcarregadores usando a enzima TrypLE®Select (1X) durante o cultivo no Spinner a 30
rpm.
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No que se refere a caraterizagdo das células, apos o cultivo no BETV2 e no
frasco Spinner a 100 e 30 rpm, respectivamente, a analise de citometria de fluxo de
para a verificagdo da manutencdo dos marcadores de superficie, é apresentada na
Figura 42. Entre os marcadores mais importantes avaliados sdo destacados o
CD90, CD44, CD29, CD73 e CD105, mostrando pouca alteracéo e até aumento da
porcentagem, no caso das CEMs cultivadas em Spinner, comparados com as CEMs

pré-cultivo.

Figura 42. Resultados em porcentagem dos marcadores de superficie por citometria de
fluxo das CEMs-CU recuperadas dos experimentos do grupo PC1, realizados a 100 e 30
rpm no BEVT2 e no frasco Spinner, respectivamente.

g — 71 T T T T * T * T * T * T *~ T
£ 1504 I Controle (Pre-cultivo) ]
] ] .

S [ Apés cultivo no BEVT

7 1 [__] Ap6s cultivo no frasco Spinner

@ 100 - ]
S

S

3T 80- i
o

@

E 60- i
o)

o

<

< 40 i
2

o 20+ _
(%]

<

>

3 O-

o \%) B > <& N ) Q \o) I

23 O & WP I I F T o

O potencial de diferenciacdo nas trés linhagens: ostedcitos, condrécitos e
adipécitos das CEMs pré e pos-experimento também foi avaliado como apresentado
nas Figuras 43 a 45. No entanto, a diferenciacdo em adipdcitos, caraterizada pela
aparicdo de goticulas de gordura das CEMs cultivadas nos dois biorreatores foi
baixa, isto devido, possivelmente, ao alto cisalhamento causado no processo de
recuperacéo final realizado no frasco Spinner a 120 rpm (4xNs1), em ambos 0s
casos, ainda menor que o recomendado por outros pesquisadores, de 5xNsi1, para

auxiliar o processo de recuperacao celular (NIENOW et al., 2014). Em contrapartida,
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a diferenciagdo em ostedcitos, evidente pelo acumulo de oxalato de célcio, e
condrocitos, com a coloracéo do azul de alciano dos proteoglicanos, ndo mostraram
diferencas comparadas com as CEMs pré-cultivo.

Figura 43. Resultados da diferenciacdo celular das CEMs-CU antes do cultivo em
biorreator.
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Figura 44. Resultados da diferenciacdo celular das CEMs-CU recuperadas de dois
experimentos realizados com CEMs de cordao umbilical a 100 rpm no BEVT2 (EBT1).
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Figura 45. Resultados da diferenciagdo celular das CEMs-CU recuperadas dos
experimentos realizados com CEMs de corddo umbilical a 30 rpm no Spinner (EFS1).
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No grupo de experimentos identificados como EBT2, realizados também no
BEVT2, foram usadas CEMs de corddo umbilical e tecido adiposo e 3 g/L de
Cultispher®S. Estes experimentos foram realizados considerando o critério de
suspensao Nsi1 (90 rpm). Nos experimentos das CEMs de cordao umbilical, o pH foi
mantido em uma faixa entre 6,8 e 7,37, possivel através da manipulacédo do CO:
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(Figura 46A). Em termos de metabolismo, a concentracdo de glicose minima
atingida foi de 6,62+1,09 mM, e a producao maxima de lactato e amdnia foram de
7,85+1,0 e 2,1+0,69 mM, respectivamente (Figura 46B). A concentracdo de
nutrientes e diluicdo de metabdlitos toxicos foi mantida pelas trocas de 25 e 50 %
de meio as 96 e 168 horas, respectivamente. O rendimento aparente de lactato
estimado a partir da glicose (Yiac/gic) foi de 1,80+0,44 durante o cultivo.

Figura 46. Resultados do experimento EBT2 realizado no BEVT1 a 90 rpm, usando meio
alfa MEM com 10% v/v de SFB, para cultivo com CEMs-CU com inoculo de 2,4 x10*
células/mL em 3 g/L de microcarregador Cultipher®S. A) pH; B) didmetro médio de
agregados; C) concentracdo de glicose, glutamina e lactato e D) numero de células
aderidas aos microcarregadores obtido pelo MTT, nimero de células aderidas pelo método

enzimatico usando TrypLE®Select (1X) e nimero de células livres (em suspenséo) obtidos
pelo método de excluséo do corante azul de tripan, n=8.

—— Arginina (mM)

74
7,2
I
o
7,01
Sss s
EEE E
o ©
8 2c £
248 5
08< 5
799 ]
o E |
g€
\g 8
o 7T 0,4 1 4
$E
0]
0]
s% = 031 cv> .
o m]
.S 02 1
C_G T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 8)(10
3 _ 1,2x10°{—O— Células quantificadas pela Tryple D [7x10°
8 = . |- Células quantificadas pela MTT L 6x10°
2w 299 células do sobrenadante F5x10°
G 5 L 4x10*
8 S 6,0x10°
=] - 3x10°
8 S 3,0x10° . T . 2x10°
5 . = F1x10*
o OYO- Y—&ﬁlﬁ T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216
Tempo (h)

107



Resultados e Discussdes

Neste experimento foi atingida uma densidade celular maxima de 9,63+4,33
e 3,04+2,37 x10° células/mL, representando um FE de 43,16 e 12,6, baseado na
concentracdo do indculo, e de 4,15 e 17,3 baseado na concentracdo de células
obtidas as 8 horas, através do kit MTT e recuperagdo enzimatica, respectivamente
(Figura 46D), e uma Pmax de 0,014 ht (r’=0,95) na fase de expanséo, considerando
os dados da recuperacdo enzimatica. A viabilidade foi mantida acima de 95 %
durante todo o experimento (Figura 47).
Figura 47. Recuperagao (eixo esquerdo) e viabilidade (eixo direito) das CEMs-CU

recuperadas pelo processo de digestdo enzimatica usando a TrypLE®Select (1X) durante o
cultivo no BEVT realizado a 90 rpm.
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Apbs as 120 horas, notou-se um incremento de no tamanho dos agregados
gue veio acompanhado pelo aumento da atividade da enzima LDH (Figura 48). Uma
frequéncia de apenas 20 % de agregados com tamanhos menores que 0,3 mm foi
obtida as 216 horas (Figura 49), tempo em que foi atingido um tamanho de
agregados maximo médio de 0,399 +0,109 mm (Figura 46C). Amostras de MEV dos
agregados formados durante o cultivo as 0, 96, 168 e 216 horas s&o apresentados

na Figura 50.
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Figura 48. Resultados de determinacdo de atividade da enzima lactato desidrogenase
(LDH) como indicadora de lise celular durante experimento EBT2 realizado com CEMs-CU
em triplicata no BEVT2 a 90 rpm. A linha vermelha indica o valor da média da atividade da
enzima LDH do meio de cultivo suplementado com 10 % de SFB sem célula, n=3.
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Figura 49. Frequéncia de agregados com tamanhos menores a 0,3 mm durante o
experimento EBT2 realizado com CEMs-CU em triplicata no BEVT2 a 90 rpm, n=100.
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No final do experimento, utilizando agitagédo (90 rpm) no BEVT para facilitar
a digestao enzimatico usando TrypLE®Select (10X) durante cerca de 15 minutos,
foi obtida uma densidade de 1,38+0,09 x106 células/mL, equivalente a 1,34+0,09
x108 células totais. Nessas condi¢fes de rotacao (90 rpm), foram obtidos um 6m de

14 s, um kLa de 0,94+0,04 hl e uma tensdo de cisalhamento média de 0,021 N/m.
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Figura 50. Imagens de MEV coletadas durante os experimentos realizados no BEVT2 a 90
rpm com CEMs-CU aderidas a microcarregador Cultispher®S. As imagens foram coletadas
durante as 0, 96, 168 e 216 horas. A primeira imagem apresenta microcarregadores
Cultispher®S antes do experimento. Magnificacdo de 100x.
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Os proximos experimentos realizados nas mesmas condicfes de rotacao,
concentracdo de microcarregadores e de células que o anterior, foi realizado com
CEMs-TA. A pesar que o pH durante o experimento foi mantido entre 6,8 e 7,25
(Figura 51A), o crescimento foi mais lento, comparado com os resultados do cultivo
das CEMs-CU, atingindo concentracdes maximas de 5,88+2,50 e 1,49+0,54 x10°
células/mL, representando um FE de 23,1+5,85-6,24+5,53, baseado na
concentragéo do inéculo, e de 2,83+0,24 e 13,93+6,77, baseado na concentragéo
de células obtidas as 8 horas, pelo método MTT e por digestdo enzimatica,

respectivamente (Figura 51D). A viabilidade das células recuperadas através do
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processo de digestdo enzimética, foi mantida acima de 90 % durante todo o

experimento (Figura 52).

Figura 51. Resultados do experimento EBT2 realizado no BEVT2 a 90 rpm, usando meio
alfa MEM com 10% v/v de SFB, para cultivo com CEMs-TA com inoculo de 2,4 x10*
células/mL em 3 g/L de microcarregador Cultipher®S. A) pH; B) didametro médio de
agregados; C) concentracdo de glicose, glutamina e lactato e D) nimero de células
aderidas aos microcarregadores obtido pelo MTT, numero de células aderidas pelo método
enzimatico usando TrypLE®Select (1X) nimero de células livres (em suspensdo) obtidos
pelo método de excluséo do corante azul de tripan, n=8.
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Em termos de metabolismo, a concentracdo de glicose minima atingida foi
de 3,62+0,35 mM, e a producdo maxima de lactato e amonia foram de 4,65+0,97 e
1,48+£0,47 mM, respectivamente (Figura 51B). A concentracdo de nutrientes e
diluicdo de metabolitos toxicos foi mantida pelas trocas de 25 e 50 % de meio as 96
e 144 horas, respectivamente. O rendimento aparente de lactato a partir da glicose

(Yiacigiic) estimado foi de 3,00+0,26 durante o cultivo.
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Figura 52. Recuperacdo e porcentagem de viabilidade das CEMs-AT aderidas aos
microcarregadores usando a enzima TrypLE®Select (1X) durante o cultivo no BEVT
realizado a 90 rpm.
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A formacédo de agregados também foi mais lenta, mantendo tamanhos entre

240 e 270 um até as 120 horas. Posteriormente, foi observado um leve incremento

atingido um valor médio de 0,292+0,013 um (Figura 51C), acompanhada por um

progressivo aumento na atividade da enzima LDH (Figura 53). Uma frequéncia 60

% de agregados com tamanhos menores a 0,3 mm foi obtida no final do experimento
(Figura 54).

Figura 53. Resultados de determinagdo de atividade da enzima lactato desidrogenase

(LDH) como indicadora de lise celular durante experimento EBT2 realizado com CEMs-TA

em triplicata no BEVT2 a 90 rpm. A linha vermelha indica o valor da média da atividade da
enzima LDH do meio de cultivo suplementado com 10 % de SFB sem célula, n=3.
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Figura 54. Frequéncia de agregados com tamanhos menores a 0,3 mm, durante o
experimento realizado com CEMs-TA, em triplicata no BEVT2 a 90 rpm, n=100.
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Amostras de MEV dos agregados formados durante o cultivo as 96, 168 e
216 horas sdo apresentadas na Figura 55. Ao final do experimento uma densidade
de 1,10+0,025 x10° células/mL, equivalente 1,08+0,19 x108 células totais foram
recuperadas usando uma agitacdo (90 rpm) no BEVT junto com o tratamento

enziméatico durante 15 minutos.

Figura 55. Imagens de MEV coletadas durante os experimentos realizados no BEVT2 a 90
rpm com CEMs-TA aderidas a microcarregador Cultispher®S. As imagens foram coletadas
durante as 0, 96, 168 e 264 h. A imagem superior esquerda apresenta microcarregadores
Cultispher®S antes do experimento. Magnificacdo de 100x.
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Nas analises inmunofenotipicas desses experimentos, tanto as CEMs-TA
como as CEMS-CU apresentaram elevada expressdo dos marcadores CD90,
CD73, CD29, CD44 e CD105 comparadas com o controle, assim como baixa ou
ausente expressao dos marcadores endoteliales CD31, antigenos HLA-DR e CD14
(Figura 56). A diferenciacdo em multilinhagem (adipécitos, ostedcitos e condrdcitos)
avaliada para as CEMs-CU e as CEMS-AT pds-cultivo, também mostrou a
manutencao do seu potencial como observado na Figura 57 e 58, respectivamente.
Figura 56. Resultados em porcentagem dos marcadores de superficie por citometria de

fluxo das CEMs-CU e TA recuperadas dos experimentos do grupo PC2 realizados no
BEVT2.
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Figura 57. Resultados da diferenciacdo celular das CEMs-CU recuperadas dos
experimentos realizados com CEMs de tecido adiposo a 90 rpm no BEVT2 (EBTL1).
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Figura 58. Resultados da diferenciacdo celular das CEMs-TA recuperadas dos
experimentos realizados com CEMs de corddo umbilical a 90 rpm no BEVT2 (EBT2).

Linhagem condrogénica

Linhagem adipogénica
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Finalmente, um ultimo experimento de cultivo identificado como EFS2, foi
realizado no frasco Spinner, a uma velocidade de agitacdo de 30 rpm, com CEMs
de corddo umbilical e uma concentracdo de 3 g/L de microcarregador Cultispher®
S. Este experimento com uma duracao de 17 dias foi caraterizado por uma longa
fase lag, a pesar da manutencao do pH em niveis adequados, entre 6,9 e 7,4 (Figura
59A). Durante a fase de expanséo foi obtido um pmax de 0,0167 h* e um fator de
expansédo de 14,8 e uma producdo celular maxima de 3,26x10’ e de 3,09 x10’

células, através do método enzimatico e MTT, respectivamente, como pode ser
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observado na Figura 59D. Embora tenha sido utilizada uma baixa velocidade de
agitacado, foi observada maior quantidade de células no sobrenadante durante o

cultivo, quando comparado aos experimentos realizados no BEVT2.

Figura 59. Resultados do experimento de cultivo realizado no frasco Spinner a 30 rpm,
usando meio alfa MEM suplementado com 10% v/v de SFB, para cultivo com CEMs-CU
com in6culo de 2,4 x10* células/mL em 3 g/L de microcarregador Cultispher® S. A) pH; B)
concentracdo de glicose e lactato; C) diametro médio de agregados e D) numero de células
aderidas aos microcarregadores obtido pelo MTT, numero de células pelo método

enzimatico usando TrypLE®Select (1X) e o nimero de células livres (em suspenséo) obtidos
pelo método de exclusédo do corante azul de tripan, n=8.
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Em relacdo ao consumo de glicose e glutamina, foram atingidos valores de
concentracdo minimos de 6,71 e 1,44 mM, respectivamente, em funcdo das trocas
de meio de cultivo. Quanto a producdo de lactato e amobnia, foram atingidas
concentragbes maximas de 6,1 e 0,98 mM, respectivamente (Figura 59B).

A quantificagdo da enzima LDH permaneceu estavel, com valores de
absorbancia entre 0,35 e 0,4, até as 300 horas de cultivo. Apds este periodo um
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aumento progressivo foi observado (Figura 60), devido a formacgéo de agregados
grandes e heterogéneos, como € apresentado na Figura 61 e 63.

Figura 60. Resultados da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) como indicador
de lise celular no experimento PC2 realizado com CEMs-CU no frasco Spinner de 100 mL

a 30 rpm. A linha vermelha indica o valor da média da atividade da enzima LDH do meio de
cultivo suplementado com 10 % de SFB sem célula.
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Figura 61. Formagé&o e deposicdo de agregados de microcarregadores colonizados com
CEMs durante o cultivo em frasco Spinner de 100 mL a 30 rpm de CEMs-CU a partir das
268 h de cultivo. As setas pretas mostram a formagéo de agregados grandes, alguns deles
depositados nas pas do impelidor como apresentado pela elipse vermelha.

A excessiva agregacdo demandou um aumento do tempo de exposicdo a
enzima no processo de recuperacao e, consequentemente, uma diminuicdo na
porcentagem da viabilidade de até 75% a partir das 240 horas de cultivo, como

apresentado na Figura 62.
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Figura 62. Resultados de recuperacéo celular obtidos com o uso da enzima dissociativa

TrypLE®Select (1X) do experimento realizado com CEMs-CU em frasco Spinner de 100 mL
a 30 rpm.
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Um resumo de todas as condicbes e resultados obtidos nos cultivos e

medidas hidrodinamicas, sao apresentados na Tabela 23.

Na avaliacéo inicial da expansédo de CEMs no BEVT1, com uma condicao de
rotagdo menor do critério Ns1 (50-70 rpm), foi verificado o impacto da formacéo de
grandes e heterogéneos agregados (>0,4 mm), promovido pela baixa velocidade de
agitacdo, que dificultaram a quantificar do crescimento celular através do processo
de digestao enzimatica, como mencionado também em outros estudos (CARUSO
et al., 2014; MIZUKAMI et al., 2016), sendo possivel obter dados de crescimento
somente a partir da técnica com o uso do kit MTT. Em contraste, nos experimentos
EBT1 e EBTZ2, realizados com as CEMs-CU e TA, em condi¢des de rotagcao maiores
ou iguais as do Ns1, foi observada uma melhor modulagéao da agregagéao (0,4 mm),
com tamanhos mais homogéneos na condi¢&o de rotacdo acima do critério Nsi1 (100
rpm).

Usando o tanque agitado, a pesar que varios trabalhos realizados tanto em
escala laboratorial como piloto, tém apresentados resultados promissores, com

fatores de expansao maiores que 20 e densidades celulares relevantes, a
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problematica relacionada a formagcdo de tamanhos grandes e heterogéneos de
agregados ainda € mencionada, principalmente no processo de recuperacao final
(JOSSEN et al., 2016, 2018; SCHIRMAIER et al., 2014). A pesar disso, S840 poucos
os estudos que acompanham e quantificam seu incremento durante o cultivo, dentre
estes, encontra-se o estudo de Jossen e colaboradores (2016), com o cultivo de
CEMSs-AT usando o critério Ns1u (49 rpm) e Ns1 (63 rpm), atingindo densidades entre
2,5 e 12,5 x10° células/mL, representando FE de 117 e 97, e tamanhos de
agregados maximos de 0,580+0,07 mm e 0.47+0.03 mm, respetivamente.
Surpreendentemente, esses pesquisadores né&o observaram diferencas
significativas em relacdo ao tamanho dos agregados com velocidades de agitacédo
maiores (120 rpm), contrario a densidade celular que foi significativamente menor
nessa condicdo (JOSSEN et al., 2016). Em outro estudo realizado pelo mesmo
grupo, para cultivos realizados a velocidades de agitacdo menores, iguais e acima
do critério Ns1, foram apresentadas as frequéncias de agregados com tamanhos
entre 0,1 e 1 mm, uma faixa bastante ampla considerando a probleméatica de
recuperagdo celular em agregados com tamanhos maiores de 0,4 mm. Destes
resultados ficou evidente o retraso da formacédo de agregados com tamanhos
maiores a 1 mm e a queda na densidade celular, nas condicdes de agitacdo duas
vezes maiores ao critério Nsi. Em condi¢cbes de agitagdo, usando o Ns1 e uma
velocidade levemente acima do Nsi, ndo foram evidenciadas diferencas
significativas no crescimento e apds sete dias uma queda na frequéncia de
agregados com tamanhos entre 0,1 e 1 mm foi observada, acompanhada por um
incremento maior de 60 % da atividade da enzima LDH (JOSSEN et al., 2018).
Usando frasco Spinner a 30 rpm, Goh e colaboradores (2013) cultivaram CEMs
derivadas de tecidos fetais, encontrando concentrages maximas de 3,8 x10°
células/mL, equivalente a um FE de 7,6, e um tamanho de agregado maximo médio
de 0,576+0,133 mm (GOH et al., 2013). Usando ferramentas computacionais, Berry
e colaboradores tem mostrado que baixas velocidades de agitacao, com o intuito de
diminuir o estresse gerado pelo movimento do fluido, podem ser contraproducentes,
gerando, além de insuficiente mistura, maior exposicéo a altos niveis de estresse

encontrados em regifes com altas tensdes de cisalhamento, como as préximas ao
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impelidor (BERRY et al., 2016). Esses estudos evidenciam as claras dificuldades
encontradas no tanque agitado para o controlar adequadamente a agregacao, sem
o0 comprometimento do crescimento e das carateristicas funcionais das células
aderentes.

Por outro lado, a pesar que alguns estudos tém proposto estratégias para
facilitar o processo de recuperacdo de microcarregadores ndo porosos, atraves da
agitacao no frasco Spinner de 5 vezes o Ns1 (NIENOW et al., 2014; SANTOS et al.,
2011; TOZETTI et al.,, 2017), com tempos de exposicdo de 7 minutos, nOSsSOS
resultados tém mostrado que a qualidade das células em termos do potencial de
diferenciacdo pode ser comprometida, devido ao estresse gerado pelas condicdes
hidrodindmicas no frasco Spinner em altas velocidades de agitacdo no processo de
recuperacao, ja que isto nao foi observado no processo de recuperacdo usando o
BEVT a 90 rpm. Embora o uso de microcarregadores porosos impligue um maior
desafio, devido a necessidade de evitar tamanhos de agregados que limitem a
difusdo de nutrientes as células encontradas dentro dos poros (SIMARIA et al.,
2014; YUAN et al., 2014), as vantagens que eles proporcionam através da protecao
oferecida as células da hidrodindmica do fluido e por disponibilizar maior &rea para
crescimento celular, (entre 11000 e 15000, contra 360 a 5,500 cm?/(g dos
microcarregadores ndo porosos), impactam em grande proporcdo a andlise de
custos do processo de obtencdo de células funcionais como produto (SIMARIA et
al., 2014), sendo necessario um adequado controle dos tamanhos durante o cultivo
para evitar a formacdo de grandes agregados e, portanto, longos periodos de
exposicdo a enzima dissociativa, que também sdo conhecido por afetar a
qualidades das células (BROWN et al., 2007).

Todos os resultados de condi¢des hidrodinadmicas, crescimento e seguimento
fotogréafico da formacéo de agregados durantes os cultivos realizados no BEVT e

no frasco Spinner sdo apresentados na Tabela 23 e na Figura 63.
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Tabela 23. Resumo das condi¢des utilizadas e dos resultados obtidos nos experimentos de cultivo de CEMs no BEVTL, BEVT2 e no

frasco Spinner.

Conc.

Exper Relagéo pmax kia T Bm VOL
iment | BR | Célula pm | de MC MC | FE (CCEé'}’l'jarg)ax' (T'\:'nA) Yiacigi N/ .
0. @y | ceme (h?) H hD)  |m3 | (mL)
Linhagem 5,51x10 929,47+4 0,90+ | 0,01
EEP1 | T1 hMSC- 50 |3 50 7,35 0,010 1 26 PR VS | 5341,63
25,09 0,002 | 0
TERT
MAG
60
4,21x107
' 490,63+1 0,92+ | 0,01
EEP2 | T | CEMs-CU |70 |3 50 7,02 00176 | 3500 1,28 0002 | 5 | 27340
0,020£0, | 360 2,01+ 1,00+ | 0,02 | 13,6+1,9
7 i) 1 il il i) i) i)
car1 | T2 100 |1 30 10.05:0,46 | 1,75$0,59x107 | oo 1055 | oot 030 |4 |2
EFst 1.68 0,012:0, | 750 1.73+0.1
+ +
S CEMs.CU |30 |1 30 | 9.09t5.01 | LS, oL ND
Cultis +0.53x107 001 +315.53 4 0,2 14+3,21
pher 100
S 30 |3 10 ®s | 148 1,58x107 0,012 366+257 | 1,89 ND
EBT2 90 |3 10 17,3 3,04+2.37 0,014 399+109 | 1,8+0,44
x10 0,005 0.94+ | 0.02
EFS2 | T2 DO R VX
0,0125:0 004 |1
CEMs-TA |90 |3 10 13,93 149:054x107 | o0 | 292 310,26

BR=Biorreator; T1-2= BEVT1-2, S=frasco Spinner. MC= microcarregador.FE= Fator de expansao. TMA= Tamanho méaximo de agregados. ND=Nao

determinado.
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Figura 63. Imagens do cultivo no BEVT1 e BEVT2 das CEMs aderidas aos microcarregadores nos experimentos de cultivo. EP1 as 8

h, 48 h, 120 h, 168 h, 216 h, EP 2 as 8 h, 48 h, 120 h, 168 h, 192-240 h, PC1 e PC2 (BEVT1,2) as 8 h, 48 h, 120 h, 168 h, 216-264 h
e PC2 (Spinner) 24, 244, 312, 360, 384 e 406 h.
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Continuacgéo Figura 63.
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Desta forma, para os experimentos realizados no BEVT2 utilizando o critério
Nsi, deve ser considerado um incremento na velocidade de rotacdo apos as 96 h,
como verificado através dos resultados de frequéncia de agregados das fotografias
obtidas por MEV, que permitam manter uma distribuicdo de tamanhos de agregados
homogénea e menor a 0,3 mm, que facilitem o processo de recuperacdo celular
posterior. Neste sentido, o trabalho de Lawson e colaboradores € um dos poucos
trabalhos que mostram a necessidade de utilizar condi¢cdes levemente acima do Nsz,
e incrementos graduais na velocidade de agitacdo durante o cultivo (LAWSON et
al., 2017).

Usando uma condi¢do acima do Nsi1 (100 rpm), nossos resultados de cultivos
no BEVT2, foram satisfatérios para a concentracdo de microcarregadores e de
células inoculadas, conseguindo uma adequada modulacdo da agregacéo,
obtendo-se tamanhos homogéneos de 0,360 +0,055 mm, e um alto de crescimento
celular, atingindo densidades de 1,75 x10° células/mL, representado um FE de 10
+0,46. Nesses experimentos o controle no tamanho dos agregados, pode estar
relacionado com as caracteristicas hidrodindmicas obtidas através da formacédo de
vortices em regime turbulento, que possibilitaram possivelmente uma grau de
classificacdo das particulas, como apresentado por Ohmura e colaboradores
(2005), facilitando o controle indireto dessa variavel. Outra possivel hipbétese, esta
relacionada com o tamanho dos turbilhées de Kolmogorov, como foi apresentado
na Figura 23B, que para essa condicao de agitacdo (100 rpm) é de 106 um. Desta
forma, considerando que o diametro médio dos agregados esta na ordem de 300
pum e que o tamanho dos turbilhdes deveria ser = 200 uym, para garantir que estes
ndo danifiquem as células aderidas na superficie, pode ser que esses turbilhdes
estejam contribuindo na modulagdo do tamanho dos agregados, sem afetar as
células crescendo na superficie destes, como apresentado pela estabilidade da
atividade do LDH. Desta forma, nesta condicéo de velocidade de rotacao, 30 rpm
maior que o critério Nsi1, a taxa de desagregacédo aumentada ocorre finalmente pela
hidrodindmica em regime turbulento, devido ao fato da agregacéao ser um fenémeno
reversivel de acordo com dmax= C.€™, onde dmax € 0 tamanho maximo do agregado,

€ é a energia dissipada e C e n sao constantes, indicando que o tamanho limite dos
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agregados de microcarregadores (dmax) pode diminuir com o aumento da taxa de
cisalhamento em um sistema agitado em regime turbulento (ELIMELECH et al.
1994).

Em termos do rendimento especifico de producao de lactato por unidade de
glicose, Yiaccli, 0S experimentos realizados no BEVT1 e BEVT2 mostraram um
metabolismo energético eficiente (Tabela 23), sendo possivel obter em todos os
casos valores menores ou iguais ao maximo teorico (2,0 moliac/molgi), exceto nos
cultivos realizados com CEMs-AT, no qual o Ywiaccii foi de 3. Valores altos no Yiac/aii
para CEMs-AT, foram também observado por Jossen e colaboradores, embora em
condicbes de agitacdo usando o critério de Nsiu (JOSSEN et al., 2018).
Adicionalmente, as analises das concentracdes de lactato e ambnia em todos 0s
experimentos, ndo atingiram concentracgdes inibitorias para o crescimento, de 35,4
e 2,4 mM, respectivamente (SCHOP, 2010).

Em relacdo ao potencial de diferenciacdo nas trés linhagens: adipogénica,
condrogénica e osteogénica, foi evidenciado que nos cultivos EBT1 a diferenciacao
adipogénica foi comprometida tanto no BEVT como no Spinner, descartando a
relacdo destes resultados com as condi¢cdes de agitacdo usadas nos dois casos.
Isto pode ter ocorrido possivelmente, devido ao estresse hidrodinamico gerado no
processo de recuperacdo celular realizado no frasco Spinner, utilizando uma
condicédo de agitacdo de 4 vezes o Ns1, embora menor ao recomendado (5 vezes
Ns1) por varios pesquisadores para 0 processo de recuperacdo, pode ter sido a
causa da perda do potencial. A perda do potencial de diferenciacdo é conhecido
como um dos efeitos néo letais associados aos processos de mecanotransducao
como resposta ao estresse hidrodinamico causado pelas condicbes de agitacéo
(LIOVIC et al., 2014). Devido a isso, nos experimentos EBT2 a recuperacao foi
realizada no BEVT usando a mesma velocidade de cultivo, no critério Ns1, sem

evidenciar diminui¢cdo no potencial de diferenciagédo multilinhagem.

Por outra parte, néo foi observada diminuicdo dos marcadores de superficie,
apos o processo de recuperacdo celular, principalmente do CD105 afetado
normalmente em sistemas de cultivo dinAmico com microcarregadores (MIZUKAMI

et al., 2016). Vale ressaltar que em alguns experimentos a expressao de

126



Resultados e Discussdes

marcadores das células recuperadas, foi maior que o controle devido a que essas
células foram tratadas diretamente ap0s o descongelamento, sem passar pela
adesao em frasco T em 2D, destacando-se a importancia do crescimento em 3D
favorecida com o uso de biorreatores na manutencao das carateristicas importantes
das CEMs.

Em relagéo as tensdes de cisalhamento médias encontradas no BEVT, foram
menores que as obtidas para o Spinner, destacando dois aspectos relevantes no
processo de expansdo de CEMs. O primeiro esta relacionado com a obtencgéo de
agregados com tamanhos homogéneos e baixos como observado com o cultivo
EBTL1 (realizado a 100 rpm), e o segundo, mostrando a melhora do rendimento do
processo de recuperagdo celular, como evidenciado nos experimentos EBT2,
apresentando uma porcentagem de recuperagéao eficiente sem o comprometimento
das qualidades proprias das CEMSs.

Entre outros parametros avaliados esta o ki.a obtido para o BEVT1 e BEVT
2, considerados suficientes para garantir uma taxa de consumo de oxigénio de 1,05
x1013 mmol-célula-h?, tipica das CEMs de medula 6ssea (PATTAPPA et al., 2011).
Desta forma, o BEVT pode também ser usado para cultivo de outros tipos de células
animais por permitir aeracdo sem formacao de bolhas através da membrana que

envolve o cilindro interno.
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6. CONCLUSOES

Na exploragcdo de novas alternativas de biorreatores para cultivo de células
aderentes, como no caso do BEVT, foi essencial a avaliacdo das caracteristicas
hidrodinamicas de diferentes geometrias do impelidor, podendo assim contribuir e
melhorar a performance do biorreator, com a finalidade de encontrar as condi¢des
que atendam melhor os requerimentos especificos apresentados no cultivo de
CEMs humanas para fins terapéuticos. Neste sentido, nossos resultados mostraram
gue o BEVT com cilindro interno deformado, operando no regime FWYV e turbulento,
foi mais eficiente em termos de mistura e suspensao de particulas, com menores
requerimentos de poténcia que os encontrados quando um cilindro interno redondo
foi usado. Adicionalmente, foram obtidas baixas tensfes de cisalhamento médias,
menores que 1 N/m, comparadas com o frasco Spinner, e uma adequada
transferéncia de oxigénio, suficientes para garantir a taxa de consumo de oxigénio
tipica das CEMs humanas.

Os resultados também revelaram que a hidrodindmica com formacdo de
vortices no regime turbulento, permitiu modular a agregacéo, obtendo além disso
tamanhos homogéneos formados durante o cultivo de CEMs. Isto ndo tinha sido
observado em outros estudos utilizando outros tipos de biorreatores para cultivo de
CEMs humanas. Foi também possivel neste trabalho a obtencdo de densidades
celulares (1,8x10° células/mL) e fatores de expanséo (10 vezes) comparaveis e até
maiores com 0s apresentados na literatura para biorreatores em escala laboratorial.

Com relacdo a funcionalidade das CEMs, as analises mostraram alta
viabilidade e preservacdo das caracteristicas imunofenotipicas consideradas
importantes nas aplicacfes terapéuticas. Embora a diferenciacdo celular tenha
apresentado baixa expressao adipogénica nos experimentos realizados a 100 rpm,
as causas nao parecem estar relacionadas com a hidrodinamica apresentada
nessas condicdes de rotacdo, indicando que mais estudos precisam ser realizados
para verificar isto.

Dessa forma, esses resultados representam um passo importante no

desenvolvimento de uma parte fundamental do bioprocesso de producéo de CEMs
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para fins terapéuticos, posicionando o BEVT como uma alternativa de biorreator
escalavel bastante promissora para atingir este fim.

Nos proximos estudos, sera necessaria a contribuicdo de analises
computacionais que permitam ter uma aproximagdo da distribuicdo dos
microcarregadores no volume do BEVT com o cilindro interno deformado, além da
obtencdo de dados pontuais de tensfes de cisalhamento. Nos cultivos de CEMs,
sera de grande interesse o acompanhamento dos cultivos com aumentos
progressivos das velocidades de rotacdo, para evitar a formacdo de grandes
agregados. Adicionalmente, analise do secretoma das CEMs também serd de
grande interesse devido aos recentes descobrimentos das CEMs como biofabrica
na producdo de fatores troficos com potencial terapéutico, contribuindo também

neste campo de conhecimento.
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8. APENDICE A-Codigo usado para a placa Arduino

Cédigo usado nos sensores Tipo K para a quantificagcdo do tempo de mistura Om nas duas

configuracdes do BEVT.

#include "max6675.h"

int thermoDO = 2;
int thermoCS = 3;
int thermoCLK = 4;
int vecPin = 5;

int gndPin = 6;

int thermoDO_2 = 8;
int thermoCS_2 =9;
int thermoCLK_2 = 10;
int vecPin_2 =11;

int gndPin_2 = 12;

MAX6675 thermocouple(thermoCLK, thermoCS, thermoDO);

MAX6675 thermocouple_2(thermoCLK_2, thermoCS_2, thermoDO_2);

double temperaturaMedia = 0.0;
double temperaturaMedia_2 = 0.0;
unsigned long gtdLeituras = 0;
unsigned long millisAnterior = 0;
unsigned long millisinicial = 0;
void setup() {
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Serial.begin(115200);
[/l use Arduino pins
digitalWrite(vccPin, HIGH);
digitalWrite(gndPin, HIGH);
pinMode(gndPin, OUTPUT); digitalWrite(gndPin, LOW);
pinMode(vccPin, OUTPUT); digitalWrite(vccPin, HIGH);
digitalWrite(vecPin_2, HIGH);
digitalWrite(gndPin_2, HIGH);
pinMode(gndPin_2, OUTPUT); digitalWrite(gndPin_2, LOW);
pinMode(vccPin_2, OUTPUT); digitalWrite(vccPin_2, HIGH);
delay(500);
millisAnterior = (millis() - millisInicial);

}

void loop() {
Serial.print(String(millis(), DEC));
Serial.print(char(9));
Serial.print(thermocouple.readCelsius(), 2);
Serial.print(char(9));
Serial.printin(thermocouple_2.readCelsius(), 2);
delay(200); //espera

}

void loop_bk() {
unsigned long millisAtual = (millis() - millisInicial);

//Se deu o tempo, tira a média e imprime

if ( (millisAtual - millisAnterior) >= 600 ) {

temperaturaMedia = temperaturaMedia / gtdLeituras;
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temperaturaMedia_2 = temperaturaMedia_2 / qtdLeituras;
Serial.print(String(millisAtual, DEC));
Serial.print(char(9));
Serial.print(thermocouple.readCelsius(), 2);
Serial.print(char(9));
Serial.printin(thermocouple_2.readCelsius(), 2);
temperaturaMedia = 0;
temperaturaMedia_2 = 0;
gtdLeituras = 0;
millisAnterior = millisAtual;
//Se ndo deu o tempo, soma mais uma leitura para a média
}else {
temperaturaMedia = temperaturaMedia + thermocouple.readCelsius();
temperaturaMedia_2 = temperaturaMedia_2 + thermocouple.readCelsius();
gtdLeituras++;

}

delay(200); //espera
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9. ANEXO A — Tabelas de resultados

Resultados obtidos do experimento EP1 com hMSCs-TERT a 50 rpm. Glicose, lactato e glutamina

foram obtidos pela quantificacdo no bioanalisador YSI, arginina por CLAE e aménia por eletrodo de

ion seletivo.

Tempo (h) Glicose (mM) Lactato (mM) Glutamina (mM)  Arginina (mM)  Amoénia
(mM)

0 11,6 2,75 3,28 2,62 0,057

24 A 9,44 4,04 2,79 1,98

24D 10,6 3,62

120 A 7,29 6,75 2,95 1,99 0,10

120 D 5,34 3,14 0,08

168 D 8,98 6,20 0,08

192 A 5,84 7,71

192D 9,91 6,36

216 7,50 8,56 0,12

Resultados obtidos do experimento EP2 com CEMs de corddo umbilical a 70 rpm. Glicose, lactato e

glutamina foram obtidos pela quantificacdo no bioanalisador YSI, arginina por CLAE e amdnia por

eletrodo de ion seletivo.

Tempo (h)

Glicose (mM)

Lactato (mM)

Glutamina (mM)

Arginina (mM)

Amonia (mM)

8

24D

76 D

96 D

120D

168 D

240

8,50
9,80
9,40
9,37
9,24
8,56

5,37

2,96
3,51
4,77
521
5,28
6,25

10,1

2,60

1,99

2,09

2,36

2,44

2,68

0,11
0,11

0,14
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Resultados obtidos do experimento PC1 com CEMs de corddo umbilical a 100 rpm. Glicose, lactato

e glutamina foram obtidos pela quantificagdo no bioanalisador YSI, arginina por CLAE e am®&nia por

eletrodo de fon seletivo antes das trocas de meio, n=3.

Tempo (h) Glicose (mM) Lactato (mM)  Glutamina (mM)  Arginina (mM)  Amoénia
(mM)

0 9,42+0,29 1,36x0,20 2,19+0,0 2,05+0,0

8 9,32+0,42 1,43+0,15 2,48+0,36 2,74+1,21 0,81+0,26

24 8,8810,43 1,85+0,10 1,73+0,15 1,96+0,24 1,06

48 8,845+0,60 2,375+0,43

72 9,09+0,36 2,65+0,03 2,05+0,59 4,1+0,34 1,11+0,63

96 8,48+0,41 3,43+0,19 1,68+0,04 2,97+0,55 1,56+0,41

96 8,695+0,21 2,695+0,09 1,20+0,20

120 7,6310,15 3,47+0,16 1,36+0,06 2+0,04 1,3240,31

144 7,84+0,20 4,58+0,02

144 8,17+0,25 3,565+0,78

168 7,77+0,70 4,76+0,88 1,15+0,23

192 7,0410,19 5,405+0,30 1,14+0,23 2,09+0,04 1,80

Resultados obtidos do experimento PC1 com CEMs de cordado umbilical a 30 rpm no frasco Spinner.

Glicose, lactato e glutamina foram obtidos pela quantificagdo no bioanalisador YSI, arginina por

CLAE e amonia por eletrodo de ion seletivo antes das trocas de meio, n=3.

Tempo (h) Glicose (mM) Lactato (mM)  Glutamina (mM)  Arginina (mM)  Amédnia
(mM)

8 8,96+0,13 1,24+0,29 2,4+0,01 2,88+0,09

24 8,79+0,55 1,73+0,06

48 8,52+0,55 2,14+0,08 2,19+0,01 2,73%0,08

72 8,36%0,49 2,7410,24
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96 8,08+0,67 3,58+0,56 1,89+0,01 2,81+0,29
96 9,3+0,26 2,51+0,50
120 8,43+0,27 3,87+0,91
144 7,66+0,47 5,44+0,21 2,284+0,01 3,19+0,08
144 8,66+1,38 3,88+2,19
192 7,03+0,46 6,53+1,16 2,06+0,05 3,06+0,48

Resultados obtidos do experimento PC2 com CEMs de corddo umbilical a 30 rpm no frasco Spinner.
Glicose, lactato e glutamina foram obtidos pela quantificacdo no bioanalisador YSI, arginina por

CLAE e amonia por eletrodo de ion seletivo.

Tempo (h) Glicose (mM) Lactato (mM)  Glutamina (mM)  Arginina (mM)  Amédnia

(mM)
0 9,73 1,38
120 8,94 2,39
144A 8,68 2,74
144D 911 2,03
168 8,86 2,88
192 8,93 3,83
216A 8,66 4,91
216D 9,42 3,18
240 8,71 4,56
264 7,97 5,75
288A 7,09 6,37
288D 8,91 3,98
312 7,97 5,52
336 7,07 5,94
360A 6,65 6,58
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360D

7,76

4,68

Resultados obtidos do experimento PC2 com CEMs de cordédo umbilical a 90 rpm no frasco spinner.

Glicose, lactato e glutamina foram obtidos pela quantificacdo no bioanalisador YSI, arginina por

CLAE e aménia por eletrodo de ion seletivo, n=3.

Tempo (h) Glicose (mM) Lactato (mM)  Glutamina (mM)  Arginina (mM) Ambdnia
(mM)

0 9,48+0,28 1,37+0,09

8 9,45+0,33 1,42+0,20 3,65%0,06 3+0,0

24 9,32+0,28 1,81+0,21

48 9,23+0,64 2,26%0,27 3,41+0,10 3,12+0,21

72 8,95+0,36 2,78+0,34

96 8,46+0,26 3,57+0,43

96 8,94+0,27 2,93+0,17 2,840,11 2,9+0,06

120 8,39+0,27 4,18+0,42

144 7,6+0,23 5,5+0,60 2,61+0,42 2,840,33

168 6,75+0,22 7,06+0,86

168 7,93+0,63 4,35+0,44

192 7,46%0,69 6,41+0,85 3,22+0,42 2,9+0,33

216 6,62+0,83 7,85+1,00

Resultados obtidos do experimento PC2 com CEMs de tecido adiposo a 90 rpm no frasco spinner.

Glicose, lactato e glutamina foram obtidos pela quantificacdo no bioanalisador YSI, arginina por

CLAE e amébnia por eletrodo de ion seletivo, n=3.

Tempo (h) Glicose (mM) Lactato (mM)  Glutamina (mM)  Arginina (mM)  Aménia
(mM)

0 5,1840,13 1,27+0,04

8 4,82+0,35 1,35+0,03 3,566+0,13 0,98+0,016
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24

48

72

96

96

144

144

168

192

216

240

264

4,8+0,36

4,68+0,35
4,65+0,36
4,56+0,31
4,73+0,28
4,6+0,21

4,86+0,13
4,79+0,06
4,44+0,10
4,19+0,20
3,9340,26

3,87+0,30

1,48+0,09
1,65+0,12
1,9+0,17
2,11+0,24
1,96+0,25
2,71+0,48
2,29+0,31
2,6+0,47
3,3+0,71
3,8+0,86
4,3+0,95

4,65+0,97

3,25+0,03

3,07+0,07

3,13+0,0

2,92+0,22

0,98+0,02

1,02+0,06

0,92+0,22

0,73+0,02
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