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RESUMO

SANTOS, V.T.M. Desenvolvimento de metodologia para producdo de soro AB
humano para suplementacdo de meio de cultura destinado ao cultivo de células
mesenquimais [dissertagéo] Ribeirdo Preto: Universidade de Sao Paulo, Faculdade
de Medicina de Ribeiréo Preto 2016, 95f.

O crescente numero de aplicac¢des clinicas envolvendo células mesenquimais
estromais multipotentes (CMMs) gera a necessidade da producdo em larga escala
destas células com adequada qualidade terapéutica. As CMMs sdo geradas
atualmente através de culturas aderentes na presenca de soro fetal bovino (SFB).
Entretanto, apesar da eficiéncia na promog¢ao do crescimento celular, o uso de SFB
nao € isento de desvantagens e riscos. Além do alto custo, sua utilizacdo pode gerar
risco de contaminacao do produto final com agentes adventicios como virus e prions.
Por outro lado, a sua variabilidade em diferentes lotes e fornecedores dificulta a
padronizacao do meio e reprodutibilidade do cultivo. Uma alternativa promissora para
a cultura de células destinadas a terapia celular é a substituicdo de SFB por soro AB
humano obtido a partir de plasma humano. Neste cenério, o objetivo deste trabalho
foi produzir soro AB humano e avaliar a sua qualidade e eficacia como substituto do
SFB na producdo de células mesenquimais destinadas a terapia celular. Para a
producado do soro AB humano foram avaliados tanto Plasma comum (PC>24h) (n=3)
guanto Plasma isento de crioprecipitado (PCIC) (n=3). Apds a producéo, foi realizado
o controle de qualidade dos lotes produzidos, sendo verificado que 0os mesmos
atenderam as exigéncias necessarias para a utilizacdo na terapia celular. As duas
fontes de plasma utilizadas para a producdo do soro AB humano apresentaram
caracteristicas semelhantes quanto aos constituintes bioquimicos e demais
parametros analiticos e foram eficazes na suplementacao do cultivo e expansao das
CMMs. A suplementagédo do meio com 10% de soro AB humano foi eficaz tanto no
cultivo em culturas estaticas quanto em microcarregadores. Esta caracteristica alinha-
se com a possibilidade de produgdo em larga escala, uma vez que, permitiu a
expansdo das CMMs de maneira similar a condigéo controle (suplementada com 10%
de SFB) e preservou as caracteristicas imunofenotipicas, funcionais e perfil

citogenético pos cultivo. Além disso, o soro AB humano produzido pode ser utilizado



por no minimo doze meses apds producdo, quando armazenado em temperatura

inferior a 20°C negativos.

Palavras chave: Soro AB humano, xenoantigenos, células mesenquimais estromais
multipotentes, garrafas estaticas, microcarregadores.



ABSTRACT

SANTOS, V.T.M. Development of methodology for human AB serum production for
culture medium supplementation for the cultivation of mesenchymal cells [Dissertation]
Ribeir&o Preto: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
2016, 95f.

The growing number of clinical applications involving multipotent mesenchymal
stromal cells (MSCs) generates the need for large-scale production of these cells with
appropriate therapeutical quality. The MSCs are now generated through adherent
cultures in the presence of fetal bovine serum (FBS). However, despite the efficiency
of this method, the use of FBS is not exempt of drawbacks and hazards. Besides the
high cost, their use can lead to the risk of final product contamination with adventitious
agents such as viruses and prions. In addition, due to its high variability of
reproducibility, this methodology requires high level of standardization. A promising
alternative would be to replace FBS by human AB serum from human plasma. In this
scenario, our objective was to produce human AB serum and evaluate their quality and
effectiveness as a FBS substitute on the production of mesenchymal cells for therapy.
For the production of human AB serum were evaluated both common plasma (CP>
24h; n=3) and plasma cryoprecipitate depleted (PCD; n=3). Quality controls were
carried out to stablish minimal requirements of quality to be used in a cell therapy
scenario. Both plasma sources of human AB serum presented similar biochemical
characteristics and other analytical parameters, being effective in the supplementation
of the culture and expansion of MSCs. Supplementing the culture medium with 10%
human AB serum was effective both in cultivation of static cultures and of cells on
microcarriers. This condition might indicate that this method would be useful for large
scale production, allowing the expansion of MSCs similarly to the control condition and
maintaining immunophenotypic, functional and cytogenetic characteristics.
Furthermore, the human AB serum produced can be used for at least twelve months

after production when stored at temperature below 20°C negative.

Keywords: human AB serum, xenoantigens, multipotent mesenchymal stromal cells,

static bottles, microcarriers.
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Introducao 20

1 INTRODUCAO

1.1 Células mesenquimais estromais multipotentes

As células mesenquimais estromais multipotentes (CMMs) foram descritas pela
primeira vez em 1966 por Friedenstein como sendo células tronco nao
hematopoiéticas da medula 6ssea (MO) que formam coldnias fibroblastdides
aderentes ao plastico (FRIEDENSTEIN et al., 1976). Estas células sao atrativas para
uso na terapia celular e na engenharia de tecidos por numerosas razdes: a) sao
relativamente faceis de serem isoladas de uma grande variedade de tecidos; b)
expandem-se rapidamente em cultura; c) demonstram pequena diferenciacéo
espontanea ex vivo; d) sdo multipotentes; e) ajudam a formar o estroma de
sustentacdo da hematopoese e o0 processo de enxertia das célula tronco
hematopoiéticas; f) sdo células potencialmente reguladoras do sistema imunolégico;
g) secretam numerosos fatores troficos os quais modulam a inflamacdo, o
remodelamento tecidual e a apoptose (BIEBACK, KINZEBACH et al, 2011).

As CMMs sdo, sem duvida, um dos tipos mais promissores de células
estaminais adultas atualmente sendo testadas em ensaios clinicos para uma ampla
gama de doencas como, lesbes no cérebro e na medula espinhal (PHINNEY,
ISAKOVA, 2005), doencas cardiovasculares e infarto do miocardio (ORLIC et al.,
2001; YANG et al., 2010), diabetes tipo | (HU et al., 2013), esclerose multipla, doenca
de Crohn (LEE et al., 2013) doencas de tecidos cartilaginosos, lesfes ésseas e
doenca do enxerto-versus-hospedeiro (GVHD) (LE BLANC et al., 2008; PHINNEY,
PROCKOP, 2007).

1.1.1 Marcadores

Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT, International

Society for Cellular Therapy), séo trés os requerimentos minimos para uma populacao
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de células ser classificada como CMMs. O primeiro é que as células sejam isoladas
de uma populacdo de células mononucleares com base a sua aderéncia seletiva a
superficie do plastico. A segunda € que as expressdes de CD105, CD73 e CD90
estejam presentes, e que os marcadores CD34, CD45, CD14, ou CD11b, CD79, ou
CD19 e HLA-DR néo sejam expressos em mais de 95% das células em cultura. Por
fim, que as células possam ser diferenciadas em o0sso, gordura e cartilagem
(BYDLOWSKI, DEBES, MASELL et al., 2009).

1.1.2 Caracteristicas in vitro

As CMMs podem ser isoladas por varios métodos, tradicionalmente, tem-se
utiizado o meétodo originalmente descrito por Friedenstein e colaboradores
(FRIEDENSTEIN et al., 1976) que se baseia na capacidade de aderéncia ao plastico
das CMMs. Os tecidos na forma de suspensédo liquida, como aspirado de medula
0ssea e sangue do cordao umbilical (SCUP), séo processados utilizando gradiente de
densidade para obtencdo de células mononucleares. As células mononucleares
isoladas séo cultivadas com meio contendo soro fetal bovino (SFB). Algumas células
da linhagem hematopoiética também podem aderir, mas, com o tempo, com as varias
trocas do meio de cultura, sdo removidas. Portanto, este procedimento elimina a maior
parte das células contaminantes e a heterogeneidade remanescente da cultura
diminui progressivamente com as diversas passagens. Apés determinado nimero de
passagens, a cultura torna-se enriquecida pela fracdo que se autorrenova, as CMMs.
Estas células sédo fibroblastoides e possuem um formato fusiforme (COLTER et al.,
2000; BYDLOWSKI et al., 2009). As CMM humanas tém como principal fonte a medula
O0ssea. Entretanto, ja foram isoladas de outros orgaos e tecidos como o0 sangue de
corddo umbilical e placentario (ERICES, et al, 2000; LEE et al., 2004), o tecido adiposo
(ZUK et al, 2001), endotélio e subendotélio da veia umbilical (COVAS et al., 2003),
geleia de Wharton (MCELREAVERY et al., 1991; MITCHELL et al., 2003), vilosidade
coribnica da placenta (FUKUSHI et al., 2004; IGURA et al., 2004) dentre outros.

Assim como as demais células animais em cultura, as CMMs apresentam um

padrao sigmoide de atividade proliferativa que reflete a adaptacdo da cultura. As fases
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de crescimento, como representado na Figura 1, podem ser divididas em fase lag,
fase exponencial ou logaritmica (log) de crescimento, fase estacionaria ou plat6 e fase

de declinio,

Lag|Exponencial Estacionaria Declinio

NuUmero de Células

Tempo de Cultivo

Figura 1. Curva de crescimento padrao para células animais em cultura.

A fase inicial lag € um periodo de adaptacéo, ocorrendo aproximadamente nas
primeiras 24 horas ap0s inoculagdo das células no novo ambiente de cultivo (SHI et
al., 2010). A duracgéo dessa fase é menor em células provenientes de crescimento
ativo, e mais longas quando proveniente de cultura quiescentes. As culturas iniciadas
em baixa densidade celular apresentam maior duracdo da fase lag, o que é
indesejavel (SUN et al., 2010). Apo6s adaptacao, as células se dividem rapidamente,
em periodo de proliferacdo ativa, caracterizando a fase exponencial de crescimento.
Nesta fase as células estdo em seu melhor estado fisiolégico (FRESHNEY, 2005).

Durante seu crescimento inicial, as CMMs formam colénias denominadas
unidades de colbnias formadoras de fibroblastos (CFU-F), em analogia com as
células-tronco hematopoiéticas. Apesar de ndo serem imortais, as CMMs tém a
capacidade de se expandir numerosas vezes em cultura, mantendo seu potencial de
crescimento e pluripotencialidade. Possuem tempo de duplicacdo dependente do
doador do qual as células foram obtidas e da densidade de plaqueamento inicial. De
fato, esta densidade é um parametro critico para assegurar uma boa taxa de expanséo

e a manutencdo do seu potencial de diferenciagdo. Alguns pesquisadores
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demonstraram que, para algumas culturas, ha necessidade de inicia-las com uma
densidade muito baixa (BYDLOWSKI et al., 2009).

Em culturas de células aderentes, como o caso das CMMs, o final da fase
exponencial pode ser caracterizado pela confluéncia de cultura, onde as células
apresentam inibicdo do crescimento, levando a necessidade de varias passagens
sucessivas para expansao celular. Porém, se muitas passagens sédo necessarias, isto
pode alterar a qualidade das CMMs (BYDLOWSKI et al., 2009).

Na fase estacionaria, a taxa de crescimento é reduzida, em raz&o das baixas
concentracbes de nutrientes e do acumulo de metabdlitos inibitérios. Pode haver
aumento relativo na sintese de proteinas especializadas em vez de proteinas
estruturais, além da modificacdo da constituicdo e da carga de superficie celular
(FRESHNEY, 2005). Apés, segue-se a fase de declinio, ou morte, que pode ser
desencadeada por necrose ou apoptose. A necrose é considerada um mecanismo de
morte acidental, decorrente de exposicao a altos niveis de estresse. Ja a apoptose,
morte celular programada, ocorre de forma ordenada mediante ativacdo de processos
bioquimicos e uma série de altera¢cdes morfoldgicas (FRESHNEY, 2005).

A determinacdo da curva de crescimento é importante para a avaliacdo das
caracteristicas de uma cultura celular. O comportamento e a bioquimica alteram-se
significativamente em cada fase da curva. Com conhecimento do perfil de
crescimento, pode-se verificar a concentracdo do inéculo mais adequado, duracao do
cultivo, intervalos apropriados para amostragem ou adicdo de reagentes a serem
testados (MORAES et al., 2007).

1.1.3 Capacidade de diferenciacao

As CMMs sao células multipotentes que podem se diferenciar em diversos tipos
de tecido, como mostrado na Figura 2. S&o capazes de formar osteoblastos
(HAYNESWORTH et al., 1992; JAISWAL et al., 1997), condrocitos (MACKAY et al.,
1998) e adipdcitos (ZHAO et al., 2002) in vitro e in vivo. Em adi¢éo a identificagdo das
CMMs baseadas em suas caracteristicas morfolégicas ou fenotipicas, a habilidade de

células expandidas em formar estes trés tipos celulares distintos é o Unico critério
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funcional disponivel para identificar CMMs genuinas e distingui-las de
preosteoblastos, preadipocitos ou precondrdcitos, que dao origem a somente um tipo
celular (PITTENGER et al., 1999; LE BLANC, PITTENGER, 2005).

CMMs também sdo capazes de se diferenciar in vitro, sob condi¢cdes
apropriadas, em outras linhagens celulares, como tendécitos e células do mesoderma
visceral (células endoteliais). Apesar de controverso, CMMs séo relatadas como
podendo se diferenciar em midcitos esqueléticos e cardiomiocitos (PROCKOP, 1997),
e mesmo em células de origem ndo mesodérmica, como hepatdcitos, células
produtoras de insulina (CHEN, JIANG, YANG, 2004), e neurénios (BYDLOWSKI et al.,
20009).
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CT Ectodérmica CT Endodérmica
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Intestinal
Célula Muscular Lisa

Figura 2. Ontogenia das células tronco (Adaptado de Caplan, 2007).

Diversos fatores, como métodos de isolamento, tipo de superficie da cultura,
meio de cultura, densidade de plagueamento, tratamento com diferentes fatores de

crescimento e produtos quimicos, afetam ndo somente a expansao e propriedades
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imunogénicas das CMMs, mas também a diferenciacdo. A idade do doador de células,
ou presenca, ou estagio de doenca também podem influenciar na qualidade das
células (BYDLOWSKI, DEBES, MASELL et al., 2009)

1.2 Cultivo de células mesenquimais em condi¢cdes isenta de xenoantigenos

As células mesenquimais estromais multipotentes humanas sédo expandidas
atualmente atraveés de culturas aderentes na presenca de SFB.

O SFB proporciona um elevado teor de fatores estimuladores de crescimento,
bem como fatores nutricionais, fisicos e quimicos necessarios a manutencao e
crescimento celular. Além disso, o SFB desempenha um papel na disponibilizacdo de
fatores essenciais a aderéncia das células na cultura, que € um pré-requisito para o
crescimento das CMMs. Embora o meio de cultura suplementado com SFB continue
sendo o padrdo na geracdo CMMs para pesquisa basica e estudos clinicos,
preocupacdes foram levantadas devido aos problemas potenciais associados ao uso
de SFB, incluindo questdes de seguranca (JUNG, KRISHNA et al., 2012).

A suplementacgdo do meio de cultura com SFB apresenta como desvantagens:
alto custo (este suplemento € um dos componentes de maior valor agregado no meio
de cultivo, representando 70-85% do custo do meio); variabilidade do produto lote a
lote, o que dificulta a padronizacdo do meio e a propria reprodutibilidade do cultivo;
citotoxicidade de fatores ndo caracterizadas no soro; risco de possivel contaminagao
com virus, prions, bactérias, micoplasma, leveduras, fungos, endotoxinas e outros
patdgenos conhecidos e desconhecidos. Certos componentes do soro geralmente
melhoram adesdo e propagacao celular, mas podem, ocasionalmente, inibir o
crescimento de células em quantidades variaveis: (1) imunoglobulinas, (2) os fatores
de transcricdo (ATF-2, SRE-ZBP, GATA-2, TFIID, Ets- 1/Ets-2, E2F-1, Oct-2, p53, AP-
2), e (3) fatores de crescimento (fator de crescimento derivado de plaguetas,
semelhante a fatores de crescimento de insulina, o fator de crescimento epidérmico,
o fator de crescimento de fibroblastos, o fator de crescimento dos nervos). Estes
componentes podem intervir na funcdo celular, crescimento, e estabilidade
genotipica/fenotipica das células cultivadas in vitro (BIEBACK, HECKER et al., 2009).
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Além disso, algumas proteinas e peptideos podem ser incorporados durante o cultivo
0 que gera um risco de xenoimunizacao e de reacao anafilatica, principalmente se
varias infusbes sdo necessarias (SUNDIN, RINGDEN, SUNDBERG et al., 2007,
MACKENSEN, DRAGER, SCHLESIER et al., 2000; SHIH, BURNOUF, 2015), o que
pode ter como consequéncia a rejeicdo das células transplantadas. Como exemplo,
Mackensen e colaboradores relataram reacdes anafilaticas e geracdo de anticorpos
anti-lgG e IgM em pacientes que receberam células dendriticas cultivadas em meio
contendo SFB (MACKENSEN, DRAGER, SCHLESIER et al., 2000). Estas reacdes
foram observadas mesmo apoOs a lavagem das células antes da infusdo (SHIH,
BURNOUF, 2015).

Além das limitaces acima citadas, outra grande desvantagem de uso do SFB
envolve aspectos éticos relacionados ao método desumano da coleta do sangue. O
método mais utilizado é a puncédo cardiaca, sem anestesia, com o0 animal ainda vivo.
Outro fato preocupante é que na idade gestacional mais adequada para a coleta (em
torno de seis meses de desenvolvimento fetal) € descrito que o bezerro desenvolve a
consciéncia de dor e angustia. Em média, cerca de 1.000.000 fetos de bezerros séao
mortos a cada ano para a coleta de cerca de 500.000 litros de SFB (TEKKATTE,
GUNASINGH, CHERIAN et al., 2011). Sérias preocupacdes éticas foram levantadas
sobre o bem-estar do feto doador na coleta, producdo e processamento do SFB
(SHAILER, CORRIN, 1999; VAN DER VALK et al, 2004).

Por estas razdes, em 1997 a Organizacdo Mundial da Saude publicou um
memorando recomendando, quando possivel, ndo utilizar produtos de origem animal
na producdo de insumos que possam ser utilizados em humanos (World Health
Organization, WHO, 1997). Outras diretrizes regulatorias também reforcam a
necessidade de uso de produtos xenoantigénicos (HALME, KESSLER, 2006).

Em funcdo do acima exposto, tem sido recomendado que novos suplementos
sejam testados no cultivo das CMMs destinadas a terapia celular como alternativa ao
SFB. Neste sentido, tem-se buscado fontes proteicas de origem humana, como por
exemplo, o plasma, soro autélogo ou alogénico, lisado plaquetario (BIEBACK,
HECKER, KOCAOMER et al., 2009) e soro proveniente de sangue do cordao umbilical
(PHERMTHAI et al.,, 2011, JULAVIJITPHONG et al., 2014). Estes derivados de
sangue humano tém sido considerados como a alternativa mais segura e pratica ao

uso de SFB nos protocolos clinicos (BIEBACK, 2013). O processo de producao destes
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suplementos deve ser realizado sob condi¢Bes assépticas, numa sala limpa e sob
condicbes GMP (Good Manufacturing Practice), evitando a contaminacdo e

assegurando a sua qualidade.

1.2.1 Lisado Plaquetario

O lisado plaquetario (LP) € um concentrado de fatores de crescimento
produzido pelas plaquetas ressuspenso em um pequeno volume de plasma
(BERNARDO, AVANZINI et al., 2007). Diferentes fontes tém sido utilizado para
obtencéo do LP: aférese (DOUCET, ERNOU et al., 2005; BERNARDO, AVANZINI et
al., 2007; SALVADE, DELLA MINA et al., 2010), concentrado de plaquetas obtido do
buff-coat (camada leucoplaquetéaria) do sangue total (SCHALLMOSER, BARTMANN
et al.,, 2007; BIEBACK, HECKER et al., 2009), plaquetas obtidas do sangue total
(SALVADE, DELLA MINA et al., 2010) onde faz-se necessario a leucorreducdo do
produto (SCHALLMOSER, BARTMANN et al., 2007; BIEBACK, HECKER et al., 2009).
Os concentrados de plaquetas tém validade de 5 dias, € recomendavel que seja
utilizado o quanto antes possivel ap6s a producdo (DOUCET, ERNOU et al., 2005),
mas € possivel a utilizacdo das plaquetas armazenadas no 4° ou 5° dias apds a sua
producado (BIEBACK, HECKER et al., 2009).

Para a producao do LP, é indicado que se ajuste a concentracdo de plaquetas
para 10° plaguetas/mL de plasma, para assegurar a liberacdo dos fatores de
crescimento. Ja foi relatada a expanséao eficiente de CMMs em LP produzido com
menor concentracdo de plaquetas (DOUCET, ERNOU et al., 2005; BERNARDO,
AVANZINI et al., 2007; SALVADE, DELLA MINA et al., 2010). As plaquetas podem
ser lisadas por meio do congelamento, conforme protocolo descrito por Schallmoser
e colaboradores (2007), onde o Plasma rico em plaquetas (PRP) é congelado a
temperaturas entre -30°C a -80°C e subsequentemente descongelado a 37°C para se
obter os fatores de crescimento liberados. O LP é centrifugado para remocao dos
fragmentos plaquetarios.

Este produto tem sido muito utilizado para a expansdo de células

mesenquimais para uso clinico. Amable e colaboradores (2014) demonstraram que
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10% LP induziu de cinco a dez vezes uma maior proliferacéo celular em comparacao
com 10% de soro fetal bovino. Varias concentracdes para suplementacao ja foram
testadas, e foi determinado que a de 5% é melhor, promovendo uma eficiente
proliferacdo das CMM de forma econb6mica (DOUCET, ERNOU et al., 2005). A
suplementacdo do meio com 10% de SFB pode ser substituida por 5% de LP sem
comprometimento do crescimento e das propriedades funcionais das células (SHIH,
BURNOUF, 2015).

1.2.2 Soro Humano

Outra alternativa promissora para a cultura de células mesenquimais humanas
€ a substituicio de SFB com Plasma AB humano convertido em soro, o qual é
rotineiramente testado quanto a contaminacdo viral. O soro humano suporta a
propagacédo de osteoblastos, condrocitos humanos, e células da medula 6ssea, bem
como células de glioma e melanoma. Estudos recentes sugerem que o soro humano
pode ser um bom candidato para substituir SFB como um suplemento para a cultura
de células (CANOVAS, BIRD, 2012; KOCAOEMER et al., 2007).

Bieback e colaboradores avaliaram algumas caracteristicas das CMMs
cultivadas na presenca do soro humano ou SFB a 10%. Relataram que as células
apresentaram cinética de crescimento, qualidade e poténcia similares (BIEBACK,
HECKER, KOCAOMER et al., 2009).

Para a obtencdo do soro humano pode se utilizar o plasma, fracionado durante
o processamento do sangue total (ST), que ja se encontra congelado e estocado nos
bancos de sangue (PYTLIK, STEHLIK et al., 2009) ou estimular a doacdo de ST em
bolsas sem anticoagulante (BIEBACK, HECKER, KOCAOMER et al., 2009). No
primeiro protocolo, ao plasma previamente descongelado séo adicionados 0,1 M de
CaClz2 em uma proporcao de 9:1. A seguir, a mistura € incubada durante 180 min a
temperatura ambiente. Os coagulos de fibrina sédo removidos por meio de filtracédo
atraves de filtro de metal, o produto é incubado durante 48 horas, a 4 © C. Apés a
remocdo de fibrina residual, o soro € esterilizado por filtracdo e as aliquotas séo
armazenadas a -20°C até a sua utilizacdo (PYTLIK, STEHLIK et al., 2009). No
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segundo protocolo, as bolsas com sangue total s&o armazenadas em geladeira a 4°
C, por pelo menos 12 horas, para permitir a coagulagéo do plasma. A seguir, 0 soro
humano é separado por centrifugacdo, esterilizado por filtracdo e congelado em
aliquotas até o momento do uso. Em geral, um lote de soro humano preparado para
uso como suplemento proteico no cultivo das CMMs, utiliza pools de pelo menos 5
doadores para minimizar as variagdes individuais entre os mesmos (BIEBACK,
HECKER, KOCAOMER et al., 2009). O uso de plasmas fracionados de bancos de
sangue, permite aproveitar o uso do concentrado de hemacia para fins terapéuticos.
O soro também pode ser obtido a partir do sangue de corddo umbilical. Julavijitphong
e colaboradores demonstraram que o soro humano a partir de sangue do cordao
umbilical (hUCS) é um suplemento eficaz para expansédo de CMM derivada da geleia
de Wharton (WIMSCs), porém, tem um rendimento limitado por ser obtido de um

volume pequeno de cada doador.

1.3 Plasma obtido de Sangue Total

Os componentes plasméticos séo produzidos a partir de sangue total coletados
em bolsas plasticas com sistema fechado e estéril destinado especificamente para
esta finalidade. No Brasil a Agéncia da Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o 6rgao
normativo que regulamenta os procedimentos da atividade hemoterapicas, por meio
da RDC (Resolucao da Diretoria Colegiada) n°® 2.712 de 12 de novembro de 2013.
Esta define, juntamente com os principios e diretrizes da Politica Nacional do Sangue,
diretrizes para a produgéo do sangue e derivados para uso clinico.

Normalmente sao colhidos um volume aproximado de 450 + 45 mL de sangue
total contendo 60-65mL de anticoagulante. ApoOs a coleta, o sangue é fracionado por
centrifugacdo para a separagdo dos componentes sanguineos: concentrado de
hemacias, concentrado de plaguetas e o plasma. O tempo de fracionamento e as
condicbes de armazenamento influenciam no produto plasmatico final que sera
produzido (BRASIL, Portaria n® 2.712 de 12 de novembro de 2013).

Dentre os componentes plasmaticos pode-se obter. a) Plasma fresco

congelado (PFC); b) Plasma fresco congelado dentro de 24 horas (PFC24); c) Plasma




Introducao 30

comum isento do crioprecipitado (PCIC); d) Plasma comum, nédo fresco, normal ou
simples (PC); e e) Crioprecipitado (CRIO) (BRASIL, Portaria n°® 2.712 de 12 de
novembro de 2013).

O PFC é o plasma fracionado em até 6 horas e totalmente congelado em até 8
horas apoés coleta, atingindo temperaturas iguais ou inferiores a -30°C. O PFC24 é o
plasma obtido do sangue total mantido refrigerado, fracionado em até 18 horas e
congelado completamente entre 8 e 24 horas apos a coleta, atingindo temperaturas
iguais ou inferiores a -30°C. Os PFC e PFC24 podem ser utilizados em pacientes para
fins terapéuticos com o objetivo de reposicao de fatores de coagulacao deficientes
(deficiéncias multiplas ou especificas na auséncia do fator purificado) (BRASIL,
Portaria n® 2.712 de 12 de novembro de 2013).

O PCIC é o plasma do qual foi retirado, em sistema fechado, o crioprecipitado.
A Parpura Trombocitopénica Trombotica (PTT) € a Unica indicacdo clinica possivel
para o PCIC. O PC é o plasma cujo congelamento ndo se deu dentro das
especificacdes técnicas, ou, ainda, resultado da transformacédo de um PFC, de um
PFC24 ou de um PCIC cujo periodo de validade expirou. O PC néo pode ser utilizado
para transfusdo, devendo ser exclusivamente destinado a producdo de
hemoderivados (BRASIL, Portaria n°® 2.712 de 12 de novembro de 2013).

O CRIO ¢ a fragéo de plasma insoltvel em frio, obtida a partir do plasma fresco
congelado, contendo glicoproteinas de alto peso molecular, principalmente fator de
VIII, fator de von Willebrand, fator XIII e fibrinogénio. Para a obtencédo do CRIO, o PFC
deve ser descongelado a 4 + 2°C e imediatamente centrifugado nessa mesma
temperatura (BRASIL, Portaria n°® 2.712 de 12 de novembro de 2013).

O sobrenadante pobre em crioprecipitado (plasma isento de crioprecipitado)
deve ser extraido, em circuito fechado, permanecendo um volume de até 40 mL junto
ao material insoluvel em frio. O crioprecipitado resultante deve ser recongelado em
até uma hora apos a sua obtencéo (BRASIL, Portaria n® 2.712 de 12 de novembro de
2013). O processo de fracionamento do sangue total para obtencdo dos
hemocomponetentes pode ser obervada na Figura 3.

O Hemocentro de Ribeirdo Preto obtém do uma média anual de (33.000)
plasmas fracionados. Aproximadamente 19 % dos plasmas (6.300) séo do tipo comum
(PC>24h e PCIC) e nao sao utilizados para fins terapéuticos, sendo, portanto,

encaminhados a industria para a producdo de hemoderivados. Em funcéo disso, o0s
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mesmos foram selecionados para serem utilizados no presente trabalho para a

producdo do soro AB que foi utilizado no cultivo das células CMMs.

Sangue Total

Plasma Rico
em Plaquetas

Concentrado
de Hemacias

Plasma Fresco
Congelado

Concentrado Plasma
de Plaquetas Comum > 24h

Crioprecipitado Plasma Comum Isento
de Crioprecipitado

Figura 3: Representacdo simplificada do processo de fracionamento do sangue total para
obtencdo dos hemocomponentes.
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2 OBJETIVO

O objetivo principal deste trabalho foi produzir soro AB humano e avaliar a sua
qualidade e eficAcia como substituto do soro fetal bovino na producdo de células

mesenquimais destinadas a terapia.

2.1 Objetivos especificos

e Determinar a melhor fonte de plasma para a producdo de soro AB humano:
plasma comum fracionado apdés 24 horas da coleta (PC>24h) ou plasma
comum isento de crioprecipitado (PCIC);

e Avaliar a qualidade do soro produzido quanto a esterilidade, niveis de
endotoxinas, composicao bioquimica, niveis de hemoglobina livre e variacdo
do pH;

e Avaliar a reprodutibilidade lote a lote, bem como o prazo de validade deste
produto;

e Avaliar o efeito da suplementacdo com o soro AB humano produzido no cultivo
de células mesenquimais em culturas estaticas (garrafas de cultivo) e agitadas
(frascos spinner e microcarregadores) e comparar com a condicdo padréo,

meio suplementado com SFB.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Critérios de selec¢do do plasma humano para producéo do soro AB humano

Para a producgéao do Soro Humano convertido foram utilizadas bolsas de plasma
comum fracionado apos 24 horas (PC>24h) ou plasma comum isento de
crioprecipitado (PCIC) provenientes de coletas fornecidas pelo Hemocentro de
Ribeirdo Preto, doadas através de um termo de consentimento aprovado pelo comité
de ética do HCFMRP-USP (CAAE: 15694613.5.1001.5440).
Foram selecionados plasmas de acordo com as seguintes caracteristicas:
a) Tipagem sanguinea AB positivo e AB negativo;
b) Pesquisa de anticorpo irregular negativo;
c) Testes soroldgicos negativos para: Hepatite B (HBsAg e anti-HBc), Hepatite
C, virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tipo 1 e tipo 2, doenca de
chagas, sifilis, virus linfotropico da célula humana (HTLV) tipo 1 e tipo 2;

d) Testes moleculares negativos para: Teste de &cidos nucleicos (NAT) para
HIV e Hepatite C;

e) Doadores do sexo masculino ou doadora do sexo feminino sem histérico
gestacional, a fim de evitar reacao por TRALI (do inglés, Transfusion related
acute lung Injury);

f) Andlise visual: plasma limpido (n&o lipémico) e sem hemolise.

3.2 Produgéo do soro AB humano

Para o processo de producédo do soro humano, foi utilizado o protocolo descrito
por Pytlik e colaboradores (2009) com algumas modificacdes. Para cada lote, seis
unidades de PC tipo AB foram descongeladas em banho-maria a 37°C e transferidos
para uma bolsa plastica estéril com capacidade de 2L com auxilio de dois equipos
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para administracédo de solu¢des intravenosa previamente conectados entre si por meio
de um aparelho de conexéo estéril. A este pool de plasma humano foi acrescentado
CaClz 0,1M na proporc¢éo de 9:1. Esta mistura foi incubada a temperatura ambiente
por aproximadamente trés horas. A seguir, os coagulos de fibrina formados foram
removidos por filtracdo (170um) através de um equipo para transfusdo de sangue em
camara dupla, previamente soldado a outro equipo, sendo transferido o soro filtrado
para uma nova bolsa de 2L, no qual o soro AB humano foi reincubado por 48 horas a
4°C (2 a 6°C). Ao final deste periodo o soro AB humano foi novamente filtrado (filtro
170um) para remover os coagulos de fibrina residuais e, a seguir, esterilizado por
filtracdo (0,2um). O soro AB humano produzido foi aliquotado em tubos de
polipropileno e estocado em freezer a temperatura inferior a 20°C negativos até o

momento do uso.

3.3 Cultivo e expanséo das células mesenquimais

Foram utilizadas CMMs humanas derivadas do corddo umbilical provenientes
de um banco existente no Hemocentro de Ribeirdo Preto (HCRP n°14906/2010)
estabelecido pela Dra. Karen de Lima Prata (“Banco de amostras do Laboratério de
Terapia Celular”, Processo HCRP 920/2009).

3.3.1 Meio de cultura

Para o cultivo das CMMs foi utilizado o meio de cultura a-MEM (Gibco-BRL,
Gaithersburg, MD EUA) acrescido de 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina (Penicillin — Sterptomycin, Gibco-BRL, Gaithersburg, MD EUA), 2,6 g/L
de Hepes (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD EUA) e 2,2 g/L de bicarbonato de sédio
(Merck, Sao Paulo, SP, Brasil). O meio foi suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Fetal Bovine Serum Characterized - HyClone™, Logan, UT, EUA) como
condigéo controle e 10% de soro AB humano convertido produzido neste trabalho.
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3.3.2 Cultivo em garrafas estéaticas

As células criopreservadas foram descongeladas e transferidas para frascos de
cultura de 75 cm? com 15 mL de volume de meio, na concentracdo de 1,5x10°
células/mL e mantidas em incubadora a 37° C e 5% de COz2, com troca de 50% do
meio a cada 3 dias aproximadamente. Apos atingir a confluéncia de aproximadamente
90%, as células foram desaderidas com Tryple® e centrifugadas.

O cultivo das CMMs suplementadas com cada lote de soro AB humano
produzido foi realizado em duplicata sendo inoculadas 1,5x10° cel/mL para cada
passagem realizada. As CMMs foram cultivadas a partir da quarta passagem e
monitoradas até a sétima passagem. O procedimento experimental adotado encontra-

se representado na Figura 4.

P P Crescimento celular
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aMEM+10% Soro PC>24H ou oaMEM+10% SFB
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Figura 4: Representagéo esquematica do procedimento experimental adotado para cultivo de
CMMs em garrafa estética durante a realizacédo do trabalho.
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3.3.3 Cultivo em microcarregador e frasco spinner

Além do cultivo em garrafas estaticas, foi avaliado o cultivo em condi¢cdes
agitadas, em frascos spinner utilizando o microcarregador poliestireno P102-L
(HyClone™, Logan, UT, EUA) na concentracdo de 5,0 g/L. Este sistema foi
selecionado por ser escalonavel e permitir a producdo de grandes quantidades de
células em um ambiente de cultivo mais homogéneo. As etapas de preparacao do
microcarregador, hidratacéo, lavagem e esterilizacao, foram realizadas de acordo com
as instrucdes do fabricante. Apds obtida a quantidade de células adequadas através
do cultivo em garrafas estéticas, as células foram inoculadas nas concentracdes de
2,0x10° células/mL, no frasco spinner de 250mL contendo 100mL de meio de cultura
e microcarregadores.

Para a fase de adesdo das células e adaptacdo ao novo ambiente, nos
primeiros trés dias a agitagcao foi mantida intermitente: agitacdo a 30 rpm por 2 minutos
seguido de um periodo de repouso de 15 minutos. Apés a fase de adeséo, a agitacéo
foi mantida constante a 30 rpm até o final do experimento. Os frascos spinner foram
mantidos em incubadora a 37°C, 5% de CO:z e 85% de umidade sob agitador
magnético (Thecne, Reino Unido). Realizou-se a partir do terceiro dia de cultivo a troca
diaria de 50% do meio de cultura. Diariamente foram coletadas amostras para
avaliacdo do crescimento e metabolismo celular.

Ap0s 8 dias de cultivo, as células foram coletadas e tripsinizadas, com Tryple
10X + 2% colagenase, para quantificacdo celular e caracterizacdo imunofenotipica e
funcional das células. O procedimento experimental adotado encontra-se

representado na Figura 5.
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Figura 5: Representagéo esquematica do procedimento experimental adotado para cultivo de
CMMs em microcarregador e frasco spinner.

3.4 Métodos analiticos

3.4.1 Controle de qualidade do soro AB humano produzido

Para garantir a qualidade e a reprodutibilidade lote a lote, bem como identificar
possiveis alteracbes que pudessem comprometer a efetividade do soro AB humano

produzido, diversos parametros analiticos foram avaliados.

e Esterilidade: Para determinacdo da esterilidade foram realizados teste para
deteccao de bactérias, fungos e micoplasma. A analise para detec¢cado de micoplasma
foi realizada utilizando o kit comercial MycoAlert™ (Lonza, Rockland, ME, USA), um
teste bioquimico seletivo que explora a atividade de enzimas do micoplasma que séo
encontradas na grande maioria das 180 espécies de micoplasma, mas ndo estao

presentes em ceélulas eucaridticas. A deteccao de bactérias e fungos foi realizado por
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hemocultura pelo Sistema de Deteccdo Microbiana BacT/ALERT (BioMérieux, Paris,
Franca). Apos a filtragem do soro AB produzido, 4 mL foram inoculados com auxilio
de uma seringa e agulha estéril no frasco de hemocultura BacT/ALERT® PF e
incubado no Sistema de Deteccdo Microbiana BacT/ALERT por 14 dias até a

finalizacéo do teste.

e Determinacdo de endotoxinas: Para determinacdo da endotoxina foi utilizado o
kit LYSATE ENDOSAFE® - PTS CARTRIDGES (Charles River Endosafe, Charleston,
SC, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante.

e Dosagem de Hemoglobina Livre: A dosagem de hemoglobina livre presente no
soro foi obtida através da leitura por espectrofotometria SPECTRONIC® GENESYS™
2PC (SPECTRONIC INSTRUMENTS, UK) e analisada através do software WinSpec

disponivel no Hemocentro de Ribeirdo Preto.

e Analise bioquimica: A analise bioquimica foi realizada pelo Laboratério Central de
Patologia Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
— USP. Foram obtidas as dosagens de proteina total, sédio, potassio, ferro, fosfatase
alcalina, alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST), cloreto, glicose,
gama GT, &cido urico, ureia, colesterol, triglicérides e calcio. O valor da osmolalidade
plasmatica foi obtida utilizando a férmula:

[Osmolalidade plasmética = (2 x Sédio) + Glicose/18 + Uréia/6].

e Anédlise do pH: A analise do pH das amostras de soro AB produzidas foi realizada
utilizando o pHmétro ORION™ 720 A+ (Thermo Scientific, Whaltam, MA, EUA) no

momento da suplementacdo do meio de cultura (apds o congelamento do soro).
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3.4.2 Quantificacao celular

A densidade celular foi determinada, nos cultivos realizados em garrafas
estaticas com o contador automatico de células MINDRAY BC-2800 Auto Hematology
Analyzer (Mindray Bio-Medical Electronics Co. Ltd., Nanshan, Shenzhen, China)
disponivel no Hemocentro de Ribeirdo Preto.

Nos cultivos realizados em frasco spinner a quantificacao celular foi realizada
por contagem em camara de Neubauer (hemacitdbmetro) apds diluicdo 1:2 com

solucéo de azul de tripan 0,4%.

3.4.3 Caracterizacdo do metabolismo celular

A andlise do consumo de glicose e producao de acido lactico nos cultivos em
microcarregador foram realizadas pelo analisador bioquimico YSI 2700 SELECT

Biochemistry Analyser (YSI Life Sciences, USA).

3.4.4 Caracterizacdo imunofenotipica das células mesenquimais

Na terceira passagem ap0s serem cultivadas nos meios suplementados com
os lotes de soros AB produzidos, amostras de CMMs foram analisadas em relagéo a
seus antigenos de superficie celular, por meio de marcacdo com anticorpos
monoclonais especificos (imunofenotipagem).

A caracterizacdo imunofenotipica das células mesenquimais foi realizada por
citometria de fluxo com auxilio do aparelho FASCalibur™ (Bacton Dickinson, San
Jose, CA, EUA). Os dados foram analisados com o software CELLQuest™ (Bacton
Dickinson, San Jose, CA, EUA).
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Para este ensaio foi utilizado um painel de 11 anticorpos monoclonais (BD-
Pharmingen): CD14, CD90, CD73, CD166 conjugados com PE (do inglés,
phycoeritrin), CD45, CD31, CD146, HLA-ABC conjugados com FITC (do inglés,
fluorescein isothiocyanate), CD105, CD34, HLA-DR conjugado com PerCP (do inglés,
peridini chlorophyll). Como controle dessas analises, foram utilizados isétopos de
imunoglobulina G conjugados com FITC, PE e PerCP.

As CMMs foram subdivididas em aliquotas de 100uL de suspensao celular em
PBS 1X na concentragdo de 1x10° células/tubo. Foram adicionados 5uL de anticorpo
monoclonal marcado com fluorocromos e as amostras foram incubadas por 15
minutos em temperatura ambiente, protegido da luz. Apdés a marcacdo, foram
acrescidos 2mL de PBS 1X em cada tubo e os mesmos foram centrifugados a 500x g
por trés minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet celular foi ressuspenso em
200uL de PBS 1X e analisado imediatamente no citdbmetro de fluxo. Foram analisados
10.000 eventos celulares para cada marcac¢do imunofenotipica e foram gerados
graficos de histograma para imunomarcacao e em “Dot Plot” para definicdo do

tamanho/granularidade internos.

3.4.5 Potencial de diferenciacdo em adipdcitos e ostedcitos

A avaliacdo do potencial de diferenciacdo das células foi realizada para verificar
se suplementagédo com o soro AB produzido alterava essa propriedade das CMMs.

Foram induzidas a diferenciacdo em adipdcitos e ostedcitos uma aliquota de
1mL contendo 40.000 células (adipécito e ostedcito) e 5.000 células (controle)
cultivadas em placas de cultura de 24 pocos com laminulas. A diferenciacao foi
iniciada pos 24 horas do inicio do cultivo. Primeiramente, todo o meio foi removido e
adicionado 1mL de meio de inducéo (adipécitos e ostedcitos) ou somente 0 meio o-
MEM suplementado com 15% SFB (Hyclone™, Logan, UT, EUA)) como controle. As
amostras foram cultivadas até a diferenciacdo celular em estufa imida a 37°C com
5% de CO2 e monitoradas sob microscopia invertida. Para a diferenciacdo de

adipdcitos foi adicionado o meio a-MEM suplementado com 15% SFB (Hyclone™,
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Logan, UT, EUA)), 1 mM de dexametasona (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), 2,5
mg/mL de insulina e 100 mM de indometacina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA).
Para diferenciacdo em ostedcitos, foi adicionado ao meio a-MEM suplementado com
7,5% SFB (Hyclone™, Logan, UT, EUA), 0,1 mM de dexametasona (Sigma-Aldrich,
St Louis, MO, EUA), 20 mM de acido ascoérbico e 1 M de B-glicerolfosfato (Reagem,
Rio de janeiro, RJ, Brasil). O meio devidamente suplementado foi trocado a cada 3
dias.

Apos 3 a 4 semanas, as células diferenciadas em adipdcitos e seus controles
foram fixados em paraformaldeido a 4% por 30 minutos em temperatura ambiente,
lavados em &gua destilada e incubados em alcool 70% por dois minutos. A seguir,
foram coradas com Sudan Il escarlate (MERCK, Alemanha) por cinco minutos,
lavadas com alcool 70% e em &gua corrente e coradas com hematoxilina de Harris.
As laminas foram montadas em glicerina, podendo ser visualizados os depdsitos de
gordura. As células diferenciadas em ostedcitos e seus controles foram fixados em
paraformaldeido a 4% por 30 minutos, em temperatura ambiente, lavadas em agua
destilada e coradas com nitrato de prata a 5%, no escuro, por 30 minutos. Em seguida,
foram novamente lavados com agua destilada e expostas a lampada de 100W por 60
minutos (coloracdo Von Kossa). As células foram entdo lavadas rapidamente com
tiossulfato de sddio a 5%, contracoradas com hematoxilina de Harris por duas vezes,
e, a seguir, montadas em Permount SP 15, podendo ser observados os depdsitos de

calcio.

3.4.6 Potencial de inibicdo da proliferacdo de linfécitos T

O potencial de inibicdo da proliferacéo de linfocitos T das CMMs foi avaliado
apos o cultivo na sétima passagem. Foram utilizados aproximadamente 1,5x106
células ressuspensas em 3mL de meio a-MEM + 10% SFB, objetivando uma
concentracdo final de 5x10° células/mL. A suspensédo celular foi plagueada nas

concentracdes 2,5x10% 1,0x10° e 0,5x10° na placa de 24 pocos (1mL/poco) e




Materiais e Métodos 42

incubada por no minimo 4 horas, a 37°C e 5%CO2, de modo a permitir a adeséo das
células a placa.

Paralelamente foram isoladas células mononucleares (CMN) de sangue
periférico coletado sempre de um mesmo doador voluntario sadio, no contexto do
projeto aprovado pelo comité de ética do HCFMRP-USP (CAAE:
15694613.5.1001.5440). As CMN foram colhidas na presenca de heparina sodica —
14/Ul/mL por centrifugacédo em gradiente de densidade de 1,077g/mL (Ficoll-Paque™
Plus, GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suécia). Em um tubo de polipropileno
de 50mL, as amostras de sangue periférico foram diluidas 1:2 em PBS 1X, em um
volume final de 30mL. A seguir, 13mL de Ficoll-Paque™ foram acrescentados
lentamente no fundo de cada tubo para ndo misturar as solugdes. As amostras foram
centrifugadas por 30 minutos a 931 x g a temperatura ambiente de 22°C, sem freio. O
anel de células mononucleares presentes na interface das solucdes foi coletado e
transferido para outro tubo. As células foi acrescentado PBS 1X até o volume final de
50mL. A suspensao foi entdo centrifugada por 10 minutos a 524 x g, sem freio a 22°C
e 0 sobrenadante foi desprezado, para homogeneizacdo do pellet celular
acrescentado PBS 1X até o volume final de 50mL. As células foram novamente
centrifugadas por 10 minutos a 524 x g, sem freio a 22°C e ressuspendidas em 2mL
de PBS + 0,1% albumina humana.

Foram separadas no minimo 2x10’ células/mL para marcacdo com 2,5uM
CFSE (do inglés, Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester, Molecular Probes,
USA) (controle ndo marcado — 3x10° células) durante 10 minutos a 37°C. A marcacgédo
foi imediatamente interrompida por adicdo de 5 volumes de meio RPMI + 10% SFB
gelado e as amostras incubadas por 5 minutos no escuro em gelo. As células foram,
entdo, lavadas 3 vezes com 20mL de RPMI + 20% SFB e ressuspensas no mesmo
meio na concentracédo de 5x10° células/mL.

As células foram plaqueadas sob as células mesenquimais ja aderidas nas
seguintes concentracdes:

e CMM controle — 1x10° células: 200 L da suspenséo celular + 800uL de meio
a-MEM

e CMM:CMN 1:2 - 500 pL da suspenséao celular + 500uL de meio a-MEM

e CMM:CMN 1:5 - 200 pL da suspenséo celular + 800uL de meio a-MEM
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e CMM:CMN 1:10 - 100 pL da suspenséo celular + 900uL de meio a-MEM

A seguir, as CMN foram estimuladas com 5uL de PHA (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 1mg/mL. As células foram incubadas por cinco dias no escuro (em
papel aluminio, para evitar perda de fluorescéncia do CFSE), a 37°C e 5%C0O2. Ap6s
12 a 18 horas foram coletados 2 pocos de CMN ndo marcadas e 2 pocos de CMN
marcadas com CFSE (controle positivo da marcac¢ao no dia 1).

Ao final deste periodo, as células foram coletadas, transferidas para tubos 12 x
75 mm e centrifugadas a 500 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet celular marcado com 5uL de anticorpo monoclonal anti CD3-APC durante 15
minutos no escuro a temperatura ambiente. A seguir, foram acrescentados 2mL de
PBS 1X. As amostras foram centrifugadas 500 x g por 5 minutos, ressuspensas em
200uL de PBS 1X e adquiridas em um citdmetro de fluxo FACSCAlibur™ (Becton
Dickinson). Os dados foram analisados com o software CELLQuest™ (Becton
Dickinson).

Como controles da proliferacao, foram utilizadas células ndo-marcadas, células
marcadas com CFSE e ndo estimuladas e células marcadas com CFSE, estimuladas
com PHA e cultivadas sem CMN. Foram realizadas triplicatas de cada uma das
condicdes de cultivo.

O calculo da capacidade de inibicdo da proliferacdo dos linfocitos T pelas
células mesenquimais foi realizado em relacdo a proliferacéo das células estimuladas
com PHA, marcadas com CFSE e cultivadas na auséncia de CMMs.

3.4.7 Perfil citogenético

O perfil citogenético das CMMs foi avaliado apds cultivo em P7 em cada meio
suplementado com soro AB humano com tempo de estoque de 12 meses.

As células provenientes do cultivo foram mantidas em garrafas estaticas até a
confluéncia de aproximadamente 70%. Para interromper o ciclo celular e obter as
metafases, foi acrescentado 150uL de bloqueador de fuso mitético colcemid® (N-

deacetyl-N-Methylcolchine) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) na concentracéo de
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0,10pg/mL. Em seguida as garrafas foram mantidas na estufa com 80% de umidade,
a 37°C e 5% de CO:2 durante 8 horas. Apos incubacédo, as CMMs foram tripsinizadas
de forma convencional com Tryple®, e com auxilio de uma pipeta Pasteur, a
suspensao celular foi transferida para um tubo de 15mL e centrifugadas a 800rpm por
10 minutos.

O sobrenadante das culturas foi removido e foi adicionado ao pellet celular 5mL
de solugcdo de KCI 75mM previamente aquecido a 37°C. As amostras foram
homogeneizadas, incubadas em banho-maria a 37°C por 10 minutos e posteriormente
centrifugadas a 800 rpm por 10 minutos. Os sobrenadantes foram removidos e o
material foi fixado em solucao de Carnoy (metanol e &cido acético 3:1, Merck) por 10
minutos, centrifugado a 800 rpm por 10 minutos. Foram realizadas trés lavagens com
o fixador e as amostras foram ressuspensas em 1mL do fixador Carnoy.

Apos a fixacdo, as amostras foram gotejadas em laminas de vidro. As bandas
foram feitas pela técnica de bandeamento G com tripsina e corante Wright's eosine
methylene blue. As metafases foram analisadas ao microscopio Optico Zeiss AXIO
Imager 2 acoplado ao sistema de captura de imagem Applied Spectral Imaging para
cariotipagem, e sempre gque possivel, pelo menos 20 metafases foram analisadas. Os
cariétipos foram descritos de acordo com os critérios internacionais de nomenclatura
cromossOmica International Sistem for Human Citogenetic Nomenclature — ISCN,
2013.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producéo dos lotes de soro AB humano

Foi selecionado o Plasma Comum como fonte para a producdo de soro AB
humano por ndo ser indicado para tratamento clinico, sendo enviado as industrias
produtoras de hemoderivados. O tipo sanguineo AB é isento de anticorpos anti-
eritrocitario do sistema ABO, por este motivo o mais indicado para a producao do soro
humano, afim de evitar a reacéo cruzada no cultivo celular (MOLL G, HULT A, BAHR
LV, et al., 2014).

Para a producdo do soro, é preferivel que se selecione os plasmas de doadores
do sexo masculino, para evitar o risco de TRALI (do inglés, transfusion-related acute
lung injury), que é considerada uma séria complicacdo relacionada a transfusdo de
hemocomponentes que contém plasma. E caracterizada por insuficiéncia respiratoria
aguda, edema pulmonar bilateral e severa hipoxemia, sem comprometimento
cardiaco, ocorrendo dentro de 6 horas, apds transfusdo. Anticorpos presentes no
plasma do doador sdo direcionados contra antigenos especificos de neutrdfilos
humanos (HNA) e/ou antigenos leucocitarios humanos (HLA) do paciente, sdo na
maioria dos casos provenientes de doadoras multiparas (com 3 ou mais gestacées),
que sdo frequentemente imunizadas contra antigenos leucocitarios durante a gravidez
(POPOVSKY, MOORE, 1985; BUX, 2005; SACHS, KAUSCHAT, BEIN, 2005).

Foram produzidos trés lotes de soro AB humano obtidos de pools de Plasma
Comum fracionado a mais de 24 horas apoés coleta do sangue total (PC>24h) e trés
lotes de soro AB humano obtidos de pools de Plasma Comum Isento de
Crioprecipitado (PCIC). Cada pool foi formado por bolsas de plasmas de seis
doadores diferentes. A quantidade de soro AB humano obtida a partir de cada pool

bem como o rendimento do processo de produgcao podem ser observados na Tabelal.
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Tabela 1 - Quantidade e rendimento dos lotes de soro AB humano
produzidos a partir de plasma comum fracionado a mais de 24 horas
(PC>24h) e plasma comum isento de crioprecipitado (PCIC).

Volume Volume do plasma  Volume final
Lote inicial de apos adicao de soro AB  Rendimento
Plasma CaCl, 0,1M humano
PC>24h
1 1297 mL 1362 mL 1313 mL 96,4%
2 1377 mL 1440 mL 1393 mL 96,7%
3 1343 mL 1405 mL 1365 mL 97,2%
PCIC

4 1151 mL 1204 mL 1164 mL 96,7%
5 1297 mL 1357 mL 1304 mL 96,1%
6 1267 mL 1325 mL 1275 mL 96,2%

O rendimento médio da producdo do soro AB humano foi de 96,5%, valor
superior ao obtido no processo de producao do lisado plaquetario, 84%, a partir do
pool de plaguetas com volume inicial de 6105 mL (Fekete et al., 2012), que vem sendo
amplamente empregado na expansao de células CMMs em condi¢fes isentas de
xenoantigenos. Foi feita uma estimativa do volume final de soro AB humano obtido a
partir do plasma de 6 doadores. A mediana (amplitude) encontrada foi de 1357 (1313
—1393) mL de soro AB humano a partir de PC> 24h e 1248 (1164 — 1304) mL de soro
AB humano a partir de PCIC. Considerando que o soro AB humano foi utilizado a 10%,
pode-se inferir que € possivel produzir 13L de meio enriquecido com soro AB humano
a partir de PC>24h e 12L de meio enriquecido com soro AB humano a partir de PCIC.
Considerando o indice de produgé&o do Hemocentro de Ribeirdo Preto, estima-se que,
em média, sao produzidas 6.300 unidades de plasmas comum anualmente (PC>24h
e PCIC), sendo, 3% de tipo sanguineo AB. Portanto, o volume a ser destinado para
uso de producdo de soro humano para suplementacdo das células mesenquimais
destinadas a terapia ndo impacta o envio para a industria para producdo de

hemoderivados.
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4.2 Controle de qualidade dos lotes de soro AB humano produzidos

Os soros produzidos foram avaliados em relacdo a esterilidade, nivel de
endotoxinas e hemoglobina livre (Tabela 2) e também foi realizada uma
caracterizacao bioquimica completa (Tabela 3, Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6 e Tabela
7). Os valores obtidos foram comparados com os valores presentes nas bulas de dois
produtos comerciais: Fetal Bovine Serum Characterized - HyClone™ Logan, UT, EUA,
lote AYF165500) e Soro AB Humano - Human AB serum (Corning Cellgro, Manassas,

VA, EUA, lote 02001), também incluidos nas referidas tabelas.

Tabela 2 - Controle de qualidade dos lotes de soros AB humanos produzidos.

" Soro PC>24h Soro PCIC Soro AB
Parametro SFB
avaliado Lotes Lotes HvClone® Humano
1 2 3 4 5 6 Y Cellgro®
Hemocultura Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Deteccéao de
Micoplasma Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Endotoxina 395 306 0358 0,306 0314 0326 05 <5
(EU/mL)
Hemoglobina 545 395 3092 <302 <392 <392 11 <20
Livre (mg/dl)
pH 772 785 7,70 7,67 7,92 7,68 7,15 7,0-8,6
pH (3 meses) 7,72 7,84 7,74 780 7,88 7,84 n.d. n.d.
pH (6 meses) 7,83 7,98 8,18 7,93 8,09 7,89 n.d. n.d.
pH(© meses) 7,80 7,83 801 790 789 7,85 n.d. n.d.
pH (12 meses) 7,61 7,69 7,73 798 7,69 7,69 n.d. n.d.

Neg= resultado negativo; n.d. = ndo determinado.

Mesmo utilizando a técnica de obtencdo do soro em sistema “aberto”, os
cuidados tomados na manipulacdo do plasma, realizando o procedimento em capela

de fluxo laminar e evitando ao maximo a exposicdo ao meio externo através da
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utilizacao de sistemas de transferéncia entre bolsas, foram eficientes e garantiram a
manutencgao da esterilidade do produto final.

Um dos maiores problemas de contaminac¢éo na cultura celular é a infecgéo por
Micoplasmas, pois 0s mesmos ndo sao retidos no processo de esterilizacdo por
filtracdo. Esta contaminacdo pode causar alteracdes nas células, como por exemplo,
mudancas nas caracteristicas de replicagdo e crescimento celular, na composicéo e
estrutura da membrana plasmatica. Este fato implica na inutilizagdo da linhagem
celular infectada, pois tais mudancas podem interferir com as caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas das células (ARMSTRONG, MARIANO, LUNDIN, 2010) e
comprometer a saude dos pacientes.

A andlise de endotoxina € um requisito para medicamentos parenterais, uma
vez que pode induzir contaminagcfes toxicas, elevacdo da temperatura (febre),
colocando em risco o paciente (RUSTICHELLI et al., 2013). Para suplementacao do
meio de cultivo € necesséario que a endotoxina presente no soro seja inferior a 5,00
EU/mL (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008). Verificou-se que as dosagens de
endotoxina dos lotes produzidos ficaram dentro do nivel reportado na literatura
(GALVEZ et al., 2014) e presente nos soros comerciais.

Os niveis de hemoglobina livre também ficaram abaixo do determinado nos
produtos comerciais. E esperado que a dosagem de hemoglobina livre nos soros
produzidos seja baixa uma vez que o soro nao possui presenca de hemacias e para
a sua producao sao selecionados plasmas limpidos (sem hemdlise e sem lipemia).

As amostras (2mL) para leitura do pH foram retiradas ap6s o congelamento dos
lotes de soro produzidos. A cada trés meses, até completar o prazo de doze meses
de estocagem, foram retiradas novas amostras para dosagem de pH. Novamente foi
observado que os valores medidos estavam dentro da faixa especificada nos produtos
comerciais.

Em relagdo ao perfil bioquimico, para o SFB foi realizada a caracterizacdo
bioquimica com a mesma metodologia aplicada nas amostras de soro AB humano.
Foi selecionado o perfil de dosagem descrito nas bulas comerciais do soro AB humano
e SFB. Pode-se observar que as dosagens de glicose e calcio obtidas dos lotes de
soros produzidos apresentaram valores discrepantes quando comparados aos

produtos comerciais. A dosagem de calcio elevada se deve ao volume de CaCl2 0,1M
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acrescentado ao pool de plasma no procedimento para conversao de plasma em soro.
Além disso, a presenca de dextrose no CPDA-1 (citrato de sodio, fosfato, dextrose,
adenina) adicionado aos plasmas causou o aumento consideravel dos niveis de
glicose no soro. Os soros sao obtidos de bolsas de plasmas de doadores, sendo que
as bolsas de sangue séo coletadas na presenca de 60 a 65 mL de anticoagulante
CPDA-1 para cada 450+50mL de sangue total coletado. O aumento da concentragdo
de glicose nos lotes de soro produzidos foi responsavel por um aumento de 24% na
concentracdo de glicose no meio de cultura suplementado com o soro quando
comparado ao suplementado com SFB (concentracdo de glicose média apds
suplementacdo com os lotes de soro produzidos: 248,5 mg/dl; concentracdo de
glicose apGs suplementacdo com SFB: 187 mg/dl).

Apos trés, seis, nove e doze meses de estocagem de cada lote de soro humano
foi realizado um novo perfil bioquimico, apresentado na Tabela 4, Tabela 5, Tabela 6
e Tabela 7 respectivamente, para verificar a influéncia do tempo de estocagem na
composi¢cdo do soro. Pode-se observar que nao houve alteracdo significativa das
dosagens comparadas as dosagens realizada logo apds a producdo até o prazo de
12 meses.

O uso de Plasmas de banco de sangue favorece a qualidade do soro a ser
produzido por ser um produto pré-selecionado devido a criteriosa triagem dos
doadores, conforme a legislacdo vigente (BRASIL, Portaria n°® 2.712 de 12 de
novembro de 2013), diminuindo a variabilidade lote a lote dos constituintes
bioguimicos. Além disso, pode-se utilizar somente “plasmas de quarentena”, ou seja,
plasmas liberados apos realizado uma segunda sorologia, por ocasido de uma nova
doacédo, aumentando a seguranca transfusional.

Outra vantagem do uso de plasmas de banco de sangue s&o 0S ensaios
sorolégicos e moleculares. Neste caso, sao realizados os ensaios sorologicos para:
hepatite B (HBsAg e anti-HBc); hepatite C; HIV tipo 1 e tipo 2, doenca de chagas,
sifilis, HTLV tipo 1 e tipo 2. Além disso, testes moleculares NAT para HIV, NAT
hepatite C e recentemente realizado NAT para hepatite B. Enquanto que nos soros
AB humano comerciais sédo realizados apenas sorologia para HIV, Hepatite B e

Hepatite C.
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A qualidade dos soros produzidos deve ser controlada para garantir a
seguranca na utilizacdo final, em pacientes. A avaliacdo do controle de qualidade
proposto revelou que este suplemento apresenta as caracteristicas necessarios para

ser utilizado na producéo das células destinadas a terapia celular.
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Tabela 3 - Perfil bioquimico dos lotes de soro apos produgéo.
Soro PC>24h Soro PCIC Soro AB
SFB
Teste Lotes Lotes HvClone® Humano
1 2 3 4 5 6 y Cellgro®
Colesterol
(ma/dL) 124 147 122 123 134 165 34 133
Triglicérides
(mg/dL) 86 118 64 49 116 97 71 96
Glicose
(mg/dL) 448 448 424 439 463 503 106 70
Sédio
(meg/L) 136,3 136,8 137,5 142,4 141,3 144,2 125 139
Proteina total
(g/dL) 5,6 5,7 55 5,8 54 5,7 3,7 52
Ferro (ug/dL) 87 70 70 83 94 89 197 n.d.
Potassio
(meg/L) 4,3 4.6 4.6 2,9 2,8 3,0 12,1 3,8
Cloro (meqg/L) 80,1 81,1 81,4 80,9 81,9 78,7 98,5 91
Gama GT (U/L) 35 17 25 17 18 27 6 21
Acido drico
(mg/dL) 5,7 4.6 5,5 49 49 49 2,1 50
AST (U/L) 19,3 14,6 17,5 17,4 12,8 16,6 63,2 6
ALT (U/L) 7,4 10,1 23,8 11,3 13,6 17,7 6,3 9
Fosfatase
alcalina (U/L) 78 104 117 80 111 130 513 35
Uréia (mg/dL) 34 25 29 30 23 29 31 -
Célcio (mg/dL) 45,2 441 43,5 43,8 44,3 45,4 13,1 8,9
Osmolalidade
(mOsm/kg) 303 303 303 345 312 321 261 285
Fosforo
(mg/dL) 10,4 10,5 10,0 10,7 10,2 10,4 10,4 1,4
Albumina
(g/dL) 3,8 3,7 3,7 3,8 3,7 3,8 2,4 3,6
LDH U/L 348 305 327 507 299 278 871 500
Bilirrubina
Direta 0,12 0,08 0,09 0,14 0,08 0,11 0,07 n.d.
(mg/dL)
Bilirrubina
Indireta 0,35 0,29 0,31 0,51 0,26 0,40 0,09 n.d.
(mg/dL)
Bilirrubina
Total 0,47 0,38 0,40 0,65 0,34 0,51 0,16 <0,1
(mg/dL)
Creatinina
(mg/dL) 0,93 0,84 0,93 1,00 0,92 1,02 2,70 0,9

n.d. — ndo determinado
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Tabela 4 - Perfil bioquimico dos lotes de soro produzidos apés 3 meses de
estocagem.
Soro PC>24h Soro PCIC Soro AB
SFB
Teste Lotes Lotes HvClone® Humano
1 2 3 4 5 6 7 Cellgro®
Colesterol
(mg/dL) 127 142 124 125 134 154 34 133
Triglicérides
(ma/dL) 86 111 61 46 105 95 71 96
Glicose
(ma/dL) 470 448 459 462 469 456 106 70
Sédio
(meg/L) 134,7 1259 129,1 1384 136,8 132,4 125 139
Proteina total
(g/dL) 57 5,2 5,0 57 52 52 3,7 5,2
Ferro (ug/dL) 79 62 70 81 88 80 197 n.d.
Potassio
(meg/L) 4,1 4,3 4.4 2,7 2,8 3,0 12,1 3,8
Cloro (meq/L) 85,3 81,2 83,7 86,3 82,7 79,9 98,5 91
Gama GT (U/L) 35 15 22 16 16 24 6 21
Acido Urico
(mg/dL) 5,8 4.1 49 49 4.3 4.7 2,1 5,0
AST (U/L) 22,0 16,5 20,0 23 15,5 14,6 63,2 6
ALT (U/L) 9,0 10,8 24,3 13 12,4 12,7 6,3 9
Fosfatase
alcalina (U/L) 57 99 143 60 105 103 513 35
Uréia (mg/dL) 32 23 27 32 21 28 31 -
Célcio (mg/dL) 51,0 36,6 37,4 36,5 37,4 41,2 13,1 8,9
Osmolalidade
(mOsm/kg) 302 281 289 309 304 295 261 285
Fosforo
(mg/dL) 10,2 10,3 10,0 10,0 10,4 10,0 10,4 1,4
Albumina
(g/dL) 3,5 3,6 3,5 3,8 3,6 3,6 2,4 3,6
LDH U/L 295 245 313 524 282 270 871 500
Bilirrubina
Direta n.d. 0,09 0,09 0,12 0,10 0,10 0,07 n.d.
(mg/dL)
Bilirrubina
Indireta n.d. 0,20 0,25 0,35 0,20 0,33 0,09 n.d.
(mg/dL)
Bilirrubina
Total 0,36 0,29 0,34 0,47 0,30 0,42 0,16 <0,1
(mg/dL)
Creatinina
(mg/dL) 1,05 0,80 0,88 1,10 0,90 0,90 2,70 0,9

n.d. — nado determinado
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Tabela 5 - Perfil bioquimico dos lotes de soro produzidos apds 6 meses de estocagem.

Soro PC>24h Soro PCIC Soro AB
SFB
Teste Lotes Lotes HvClone® Humano
1 2 3 4 5 6 y Cellgro®
Colesterol
(ma/dL) 131 155 131 129 143 161 34 133
Triglicérides
(mg/dL) 89 122 66 50 124 95 71 96
Glicose
(mg/dL) 452 477 480 464 493 468 106 70
Sédio
(meg/L) 132,8 1359 134,12 137,7 140,0 141.,6 125 139
Proteina total
(g/dL) 54 5,3 5,3 5,3 54 55 3,7 52
Ferro (ug/dL) 84 69 72 86 95 88 197 n.d.
Potassio
(meg/L) 4.0 45 4.4 2,7 2,8 2,9 12,1 3,8
Cloro (meq/L) 84,8 81,9 81,7 85,3 82,7 83,1 98,5 91
Gama GT (U/L) 35 17 24 17 17 27 6 21
Acido drico
(mg/dL) 6,0 4,7 57 5,0 50 49 2,1 50
AST (U/L) 23 17,2 18,8 24 14,8 16,2 63,2 6
ALT (U/L) 13 10,6 22,5 11 12,2 14,6 6,3 9
Fosfatase
alcalina (U/L) 98 99 96 64 93 114 513 35
Uréia (mg/dL) 33 25 27 30 21 29 31 -
Célcio (mg/dL) 47,9 39,3 39,1 48,1 39,4 47,3 13,1 8,9
Osmolalidade
(mOsm/kg) 296 302 299 306 311 314 261 285
Fosforo
(mg/dL) 10,5 10,7 10,1 10,3 10,2 10,3 10,4 1,4
Albumina
(g/dL) 3,7 3,8 3,7 3,8 3,7 3,8 2,4 3,6
LDH U/L 336 277 319 500 297 270 871 500
Bilirrubina
Direta 0,11 0,09 0,09 0,14 0,10 0,11 0,07 n.d.
(mg/dL)
Bilirrubina
Indireta 0,26 0,23 0,24 0,38 0,24 0,35 0,09 n.d.
(mg/dL)
Bilirrubina
Total 0,37 0,31 0,33 0,52 0,34 0,46 0,16 <0,1
(mg/dL)
Creatinina
(mg/dL) 0,92 0,92 0,96 0,99 0,97 1,00 2,70 0,9

n.d. — ndo determinado
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Tabela 6 - Perfil bioquimico dos lotes de soro produzidos apés 9 meses de estocagem.

Soro PC>24h Soro PCIC Soro AB
SFB
Teste Lotes Lotes HvClone® Humano
1 2 3 4 5 6 y Cellgro®
Colesterol
(ma/dL) 126 143 121 124 130 166 34 133
Triglicérides
(mg/dL) a0 124 67 49 116 102 71 96
Glicose
(mg/dL) 465 457 471 478 477 472 106 70
Sédio
(meg/L) 132 131 131 138 134 134 125 139
Proteina total
(g/dL) 5,6 55 55 57 5,6 57 3,7 52
Ferro (ug/dL) 80 67 72 83 99 91 197 n.d.
Potassio
(meg/L) 4.0 45 4.4 2,7 2,6 2,8 12,1 3,8
Cloro (meq/L) 83,7 84,3 85,1 84,0 86,1 86,3 98,5 91
Gama GT (U/L) 36 18 26 17 18 26 6 21
Acido drico
(mg/dL) 5,8 4.6 5,5 49 50 51 2,1 50
AST (U/L) 22,2 17,8 21,1 23,3 16,0 19,4 63,2 6
ALT (U/L) 10,2 10,2 18,1 11,5 12,5 16,3 6,3 9
Fosfatase
alcalina (U/L) 97 91 94 108 91 127 513 35
Uréia (mg/dL) 31 23 27 29 21 31 31 -
Célcio (mg/dL) 49,2 45,8 45,8 47,4 46,3 46,1 13,1 8,9
Osmolalidade
(mOsm/kg) 295 291 293 307 298 299 261 285
Fosforo
(mg/dL) 9,4 9,9 11,4 10,1 9,8 10,3 10,4 1,4
Albumina
(g/dL) 3,6 3,6 3,6 3,7 3,6 3,8 2,4 3,6
LDH U/L 316 256 296 488 293 268 871 500
Bilirrubina
Direta 0,10 0,08 0,07 0,13 0,08 0,11 0,07 n.d.
(mg/dL)
Bilirrubina
Indireta 0,27 0,20 0,26 0,43 0,23 0,22 0,09 n.d.
(mg/dL)
Bilirrubina
Total 0,37 0,28 0,33 0,56 0,31 0,33 0,16 <0,1
(mg/dL)
Creatinina
(mg/dL) 0,97 0,91 0,99 1,05 1,00 1,03 2,70 0,9

n.d. — ndo determinado
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Tabela 7 - Perfil bioquimico dos lotes de soro produzidos ap6s 12 meses de
estocagem.

Soro PC>24h Soro PCIC Soro AB
SFB
Teste Lotes Lotes HvClone® Humano
1 2 3 4 5 6 7 Cellgro®
Colesterol
(mg/dL) 131 149 127 102 138 158 34 133
Triglicerides
(ma/dL) 87 114 64 37 112 96 71 96
Glicose
(ma/dL) 470 460 468 369 482 470 106 70
Sédio
(meg/L) 139,4 139,33 139,0 123,0 142,2 141,3 125 139
Proteina total
(g/dL) 57 5,7 54 4.7 55 5,6 3,7 5,2
Ferro (ug/dL) 86 74 78 72 104 94 197 n.d.
Potassio
(meg/L) 4.4 4.6 4.7 2,5 2,9 3,0 12,1 3,8
Cloro (meq/L) 84,0 85,2 85,7 68,1 86,0 85,0 98,5 91
Gama GT (U/L) 36 18 26 15 18 27 6 21
Acido Urico
(mg/dL) 5,7 4.6 5,6 4,2 4.9 49 2,1 5,0
AST (U/L) 22,6 15,0 17,6 18,7 12,2 14,3 63,2 6
ALT (U/L) 19,6 14,4 24,5 11,3 13,7 18,6 6,3 9
Fosfatase
alcalina (U/L) 102 97 126 77 92 107 513 35
Uréia (mg/dL) 31 24 27 25 21 29 31 -
Célcio (mg/dL) 46,7 43,4 43,7 35,1 43,2 45,4 13,1 8,9
Osmolalidade
(mOsm/kg) 310 308 309 271 315 314 261 285
Fosforo
(mg/dL) 10,8 11,1 10,4 9,1 10,6 10,9 10,4 1,4
Albumina
(g/dL) 3,6 3,6 3,6 3,1 3,6 3,8 2,4 3,6
LDH U/L 378 297 342 415 294 281 871 500
Bilirrubina
Direta 0,13 0,11 0,10 0,13 0,11 0,12 0,07 n.d.
(mg/dL)
Bilirrubina
Indireta 0,32 0,25 0,28 0,33 0,25 0,37 0,09 n.d.
(mg/dL)
Bilirrubina
Total 0,45 0,36 0,39 0,46 0,36 0,49 0,16 <0,1
(mg/dL)
Creatinina
(mg/dL) 0,98 0,89 0,97 0,83 0,95 0,99 2,70 0,9

n.d. — ndo determinado
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4.3 Cultivo em garrafas estaticas das células mesenquimais em meio

suplementado com os lotes de soro AB humanos produzidos.

Para este estudo foram utilizadas CMMs humanas derivadas do cordao
umbilical (isoladas na presenca de soro AB humano), e expandidas em meios de
cultivo suplementados com 10% soro AB humano. Como cultivo controle, foram
utilizadas estas mesmas células (isoladas na presenca de SFB) suplementadas com
10% SFB.

Durante o cultivo, as células mesenquimais foram observadas por microscopia.
Apoés plaqueamento, as células distribuiam-se igualmente pela superficie do cultivo,
crescendo rapidamente. Apresentaram morfologia fibroblastoide, alongada, fusiforme
e pontiaguda, com nucleo eucromatico, central, grande e oval, com citoplasma
abundante. Quando cultivados na presenca de soro humano as CMM apresentavam

tamanho menores comparado as células cultivadas com SFB (Figura 6).

Figura 6: Fotos representativos da morfologia das células mesenquimais, na sétima
passagem, cultivadas nos diferentes suplementos, PCIC (A) (n=6), PC>24h (B)
(n=6) e SFB(C) (n=6) na sexta passagem.

Encontram-se apresentados nas Figuras 7 e 8 a capacidade de duplicagcao
(Population Doubling) cumulativa e o tempo de duplicacéo das células cultivadas por
quatro passagens nos lotes de soro produzidos (PC>24h e PCIC) e na condicéo
controle suplementada com SFB (n=6) em func¢éo do tempo de estocagem. A eficacia

da suplementagcdo com soro AB humano foi avaliada apds varios tempos de
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estocagem pos producéao (0, 3, 6, 9 e 12 meses) em funcdo da experiéncia anterior
do nosso grupo de pesquisa, onde foi inicialmente percebido que o tempo de
estocagem influenciava de maneira negativa no comportamento da célula. Na Figura
9, é possivel observar de maneira mais clara o efeito do tempo de estocagem no
crescimento celular.

Em relacdo aos tempos de duplicacdo das células mesenquimais cultivadas
nos meios suplementados, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre as diferentes suplementacdes utilizadas (SFB, PCIC e PC>24h)
em relacdo as passagens e ao tempo de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 12 meses)
(p>0,05, Tukey-Kramer teste).

A expansdao celular final encontrada em relacdo ao numero de células iniciais
nos cultivos foi de: soro PCIC 13,00 (SD 2,42)x; soro PC>24h 12,46 (SD 1,72)x e para
o SFB 11,31 (SD 2,44)x. Ao final de 12 meses de estocagem dos soros AB humano
produzidos a expanséo final foi de: soro PCIC 15,10 (SD 0,18)x; soro PC>24h 15,06
(SD 0,04)x e para SFB 14,98 (SDO0,68)x. Em geral, a média da capacidade de
duplicacdo cumulativa foi semelhante entre as células cultivadas nos trés meios de
cultura suplementados (p>0,05, Tukey-Kramer teste).

No cultivo, observou-se a diferenca no tempo necessario para as culturas
atingirem a confluéncia, sendo aproximadamente 9 dias para o0s cultivos
suplementados com SFB e 11 dias para o soro AB humano produzido. Também né&o
foram observadas diferencas entre os plasmas PCIC e PC>24 horas, indicando,
portanto, que ambas as fontes séo eficientes. Dados da literatura relatam cinética de
crescimento das CMM cultivadas com suplementos de origem humana igual ou
superior aos cultivados em meio suplementados com SFB (DOUCET, ERNOU et al.,
2005; BERNARDO, AVANZINI et al., 2007; SCHALLMOSER, BARTMANN et al.,
2007; KOCAOEMER et al., 2007; BIEBACK, HECKER et al., 2009).

A utilizacdo do soro humano na terapia celular é relativamente recente, o que
faz com que seja necessario avaliar a viabilidade de sua producdo, bem como sua

gualidade e eficacia para promover o crescimento celular.
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Figura 7: Cinética de expansdo das células mesenquimais cultivadas nos meios
suplementados com os lotes de soro AB humano produzidos no (A) primeiro més,
(B) terceiro més, (C) sexto més, (D) nono més, (E) décimo segundo més apos
producdo e com SFB como cultivo controle. SFB = soro fetal bovino (n=6); PCIC
= plasma comum isento de crio (n=6); PC>24h = plasma comum fracionado a mais
de 24 horas (n="6).
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Figura 8: Tempo de duplicacdo das células mesenquimais cultivadas nos meios
suplementados com os lotes de soro AB humano produzidos (n=12) do primeiro
(tempo 0) ao décimo segundo més (tempo 12) apos producéo e com SFB (n=6)
como cultivo controle (p>0,05).
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Figura 9: Avaliagcéo da influéncia do tempo de estocagem do soro AB humano no crescimento
das células mesenquimais (A) Plasma comum isento de crioprecipitado (n=6) e (B)
Plasma comum fracionado a >24h (n=6).

Prata (2011) verificou que foi possivel expandir adequadamente as CMMs em
meio suplementado com SFB, soro AB humano ou LP, sem diferencas significativas
entre as células cultivadas com os dois dltimos suplementos. Kocaoemer e
colaboradores (2007) avaliaram o cultivo de CMM de tecido adiposo em meios
suplementados com soro AB humano, plasma rico em plaguetas ativadas por trombina
(tPRP) e SFB, demonstrando que soro AB humano e tPRP fornecem um efeito
proliferativo significativamente maior sobre a CMM do que o SFB, onde nas primeiras
seis passagens o Soro humano e tPRP proporcionou uma expansdo de 66,6 (SD
15,7)x e 68,1 (SD 6,7), respectivamente, em comparagcdo com 24,4 (SD 0,7) do SFB.
Vérios autores tém realizado o cultivo das CMMs em Lisado plaquetéario e tém indicado
gue este seria mais eficiente que os demais suplementos isentos de xenoantigenos
(KOCAOEMER et al., 2007; FEKETE et al., 2012; LI et al., 2015; SHIH, BURNOUF,
2015). No entanto, o custo para obtencdo do LP é superior ao do soro AB humano,
pois sdo necessarias mais bolsas de transferéncias, equipos, soldagens do aparelho
de conexado estéril e pelo menos um filtro para leucorredugéo de plaquetas em
bancada, para cada pool de seis a dez unidades. Além disso, o estoque de plaquetas
€ escasso, sendo um dos hemocomponentes mais complicados no estoque do banco

de sangue, pela validade do hemocomponente ser apenas de cinco dias, e 0 processo
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de obtencao de LP é mais laborioso e demorado do que o de soro AB humano e sua
utilizac@o acarreta em um maior risco transfusional. Também deve-se considerar que,
com material proveniente de 10 doadores, € possivel produzir pelo menos quatro
vezes mais meio de cultivo suplementado com 10% soro AB humano do que com 5%
LP (17L versus 4L) (PRATA, 2011). E indicado o uso de soro do tipo AB para uso em
cultivo de células, para evitar o risco de reagdo imunogénica em funcéo dos anticorpos
Anti-A e Anti-B presentes no soro humano (MOLL et al, 2014).

Outros autores também ja relataram a eficacia da suplementacdo das células
mesenquimais com soro AB humano (BERNARDO, AVANZINI et al., 2007,
KOCAOEMER et al., 2007; BIEBACK, HECKER et al., 2009, LINDROOS et al., 2010,
ALDAHMASH et al.,, 2011). No entanto, em nenhum trabalho foram avaliadas
diferentes fontes para obtencéo deste produto e a influéncia do tempo de estocagem
do mesmo. Neste trabalho, ndo foram observadas diferencas relevantes no
crescimento das células suplementadas com soro recém produzido e com soro
estocado por até 12 meses a <20°C, indicando que a prazo de validade deste produto
pode ser de no minimo, 12 meses. O prazo de validade do SFB € de cinco anos (Fetal
Bovine Serum Characterized - HyClone™, Logan, UT, EUA) e a validade do LP é de
18 meses (SHIH, BURNOUF, 2015).

Alguns estudos afirmam que o uso de soro autélogo para suplementacédo de
meio de cultivo, proporciona uma melhor expansdo das CMMs quando comparado
com soro alogénico (STUTE et al, 2004; KOBAYASHI et al., 2005), porém, o volume
de soro autologo € limitado e para a aplicacao clinica das células, faz necesséario um
volume grande desta suplementacéo.

Também tem sido sugerido na literatura que o soro coagulado naturalmente é
mais eficaz que o plasma para uso na proliferagao e expanséao celular. Isto parece ser
devido a libertacdo de determinados polipeptideos e fatores de crescimento liberados
partir das plaguetas ativadas durante o processo de coagulacédo (BALK et al., 1981;
GOSPODAROWIC, ILL, 1980). Porém, para obtencdo do soro coagulado, seria
necessario um doador exclusivo para essa finalidade, ndo sendo aproveitado nenhum
outro componente sanguineo. Além disso, 0 custo necessario para processamento e
exames complementares seria maior que, no caso do plasma, uma vez que no ultimo

caso 0s custos ja se encontram incluidos no processamento de rotina do sangue.
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Outra abordagem descrita na literatura envolve o cultivo das CMM em meios
isentos de soro (AGATA et al, 2009; RODRIGUES, GRIFFITH, WELLS, 2010;
SOLMESKY et al., 2010; MIMURA et al., 2011; CHASE et al., 2012), os quais s&o
compostos por suplementos sintéticos, reduzindo a variabilidade lote a lote. Apesar
de ser uma alternativa promissora, as CMMs ndo mantém um padrdo de expansao
semelhante ao obtido nas células em culturas suplementadas com soro (AGATA et al,
2009; RODRIGUES, GRIFFITH, WELLS, 2010).

4.4 Cultivo das células mesenquimais utilizando soro AB humano em

microcarregador e frascos spinner

A eficicia da suplementacdo com soro AB humano produzido também foi
avaliado nas células mesenquimais cultivadas em condicbes compativeis com a
producdo em larga escala, utilizando a tecnologia de microcarregadores. Esta
tecnologia vem sendo considerada a mais eficaz e econémica para produzir grandes
quantidades de células para uso clinico (SIMARIA et al., 2014). O grande namero de
CMM necessérias para aplicacdes clinicas (doses de até 5 milhdes de CMM/Kg de
peso corporal) exige um cultivo de expansdo em larga escala rapido e reprodutivel
(RINGDEN et al., 2006). Nesta etapa do trabalho foi utilizado apenas o soro AB
humano proveniente de PCIC (lote 6) com tempo de estocagem de 12 meses, uma
vez que foi anteriormente observado comportamento semelhante na utilizacdo de
PCIC e PC>24h nos diferentes tempos de estocagem.

Para os cultivos em microcarregador poliestireno P102-L (Hyclone™, Logan,
UT, EUA), foram utilizadas CMMs na quarta passagem com indculo inicial de 2,0x106
cel/mL no frasco spinner de 250 mL contendo inicialmente 50mL de meio de cultura
para aumentar a densidade celular, favorecendo a adeséo. O processo de adeséo é
critico e essencial para as células dependentes de ancoramento, principalmente se
for submetida a cultivos agitados. Se as células nédo estiverem bem aderidas aos
microcarregadores, podem n&o resistir a agitacdo mecanica proveniente do sistema

de cultivo (YANG et al., 2007). Apds 6 horas do inicio do experimento, adicionou-se
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50 mL de meio de cultura, totalizando um volume de trabalho de 100 mL de meio de
cultura suplementado com 10% SFB (n=3) e soro AB humano (n=3).

Os resultados obtidos e apresentados na Figura 10 mostraram que as células
cultivadas em SFB e soro AB humano, assim como observado nas culturas estaticas,
apresentaram perfil de crescimento semelhantes. No cultivo suplementado com soro
AB humano houve crescimento celular até 7 dias, e 0 nimero maximo de células
quantificadas foi de 3,13x107 (SD 0,57) células, e para o cultivo suplementado em SFB
houve crescimento celular até 8 dias, e 0 nimero maximo de células quantificado foi
de 2,92x107 (SD 0,68). Adotando como medida de eficiéncia do cultivo o fator de
expansao celular, ou seja, a relagdo do numero de células maximo quantificado
dividido pelo nimero de células inoculadas no cultivo, pode-se dizer que o cultivo em
Soro AB humano atingiu um fator de expanséo de 15,7, enquanto que no cultivo em

SFB atingiu um fator de expanséao de 14,6.
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Figura 10: Crescimento das CMM cultivadas em microcarregador e frasco spinner. Os
resultados apresentados sao referentes as CMM cultivadas com suplementacéo
de 10% plasma AB humano (n=3) e cultivadas com 10% SFB (n=3).
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Recentemente, alguns autores tém expandido CMM em microcarregadores
com meios isentos de soro StemPro® MSC SFM XenoFree (Gibico, Life Technologies)
(DOS SANTOS et al., 2011). Dos Santos e colaboradores (2011), expandiram CMMs
em frascos spinner com meio isento de soro, partindo de um inéculo inicial de 5x10*
cel/mL, obteve fator de expanséo 18,0 (SD 1,0) em 14 dias de cultivo para CMM da
medula O6ssea e fator de expansao 14,0 (SD 7,0) para CMM do tecido adiposo,
engquanto que, neste trabalho em 7 dias de cultivo o fator de expansao foi de 15,7.
Considerando o tempo de cultivo, a expansao em soro humano demonstrou ser mais
eficiente. Tan e colaboradores (2015), demonstraram que 0s meios de cultura sem
suplementacao de soro podem nao suportar o cultivo das CMMs em microcarregador
em frasco agitado, pelo fato das CMMs né&o se aderirem bem aos microcarregadores
em funcdo da tensdo de cisalhamento hidrodinamico, diminuindo o crescimento
celular.

Neste trabalho a partir de um inéculo maior de células, foi possivel obter
densidade celular maior do que descrito na literatura. Eibes e colaboradores (2010)
obtiveram, apds o cultivo de CMM humanas em meio Mesenpro RS 2%SFB em
microcarregador, 4,2x10° cel/mL apés 8 dias, com um fator de expanséo de 8,4 (SD
0,8). Ja Boo e colaboradores (2011) utilizaram CMM de coelho, partindo de inéculo
de 1,2x10° cel/mL obtiveram 6,24x10° cel/mL em 14 dias de cultivo.

Vale ressaltar que ainda ndo foram encontrados trabalhos na literatura
reportando o crescimento de CMMs em microcarregadores e meios suplementados
com soro AB humano.

A partir do terceiro dia de cultivo, trocou-se diariamente 50% do meio de cultivo
para auxiliar na manutencédo do pH e também para prevenir a exaustao dos nutrientes
e producdo de metabdlitos toxicos ao crescimento celular durante o cultivo. O pH foi
monitorado diariamente e manteve-se na faixa otima de 7,2 — 7,4 durante todo o
cultivo. Realizou-se diariamente a analise do perfil de concentragéo de glicose e acido
lactico (Figura 11). Observou-se um consumo gradativo de glicose durante todo o
experimento sendo que no cultivo com soro AB humano a concentragéo de glicose
atingiu um valor minimo de 3,69 (SD 0,27) mM no sétimo dia, e no cultivo com SFB
valor minimo de 2,55 (SD 0,16) mM no oitavo dia, ndo havendo esgotamento. Em

relacdo a producdo de acido lactico, proveniente do consumo da glicose, atingiu-se
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um valor de 6,94 (SD 0,44) mM no dia 7 para o cultivo em soro AB humano e um valor

de 7,57 (SD 0,14) mM no dia 8. Na literatura, o valor de acido lactico considerado

inibitoério em células-tronco mesenquimais é acima de 28,0 mM (SCHOP et al., 2008),

0 que néo foi o observado nos cultivos realizados.
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Concentracdo de glicose (A) e lactato (B) durante o cultivo realizado em

microcarregador em frasco spinner com meio suplementado 10% Soro AB
humano convertido (n=3) e 10% SFB (n=3). As linhas verticais indicam o

momento onde houve troca de meio de cultura.

As distribuicbes das células aderidas aos microcarregadores ao longo do

cultivo, nos dias 1, 4 e 7 pode ser observada na Figura 12. As células foram coradas

com o reagente 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI), coloragdo fluorescente que

evidencia os nucleos celulares, permitindo uma avaliacdo qualitativa de viabilidade

celular, uma vez que apenas as células com integridade nuclear incorporaram o DAPI.

Foi possivel observar um crescimento celular gradual nos microcarregadores, e uma

distribuicAo homogénea de células aderidas aos microcarregadores. Observou-se

também a formacdo de aglomerados a partir do quarto dia, tornando-se de maior

tamanho e densidade no sétimo dia. Esses aglomerados dificultam a recuperacéo

celular no final do experimento.
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Figura 12: CMM ao longo do cultivo em microcarregador e frasco spinner, suplementada com
Soro AB humano (n=3) e SFB (n=3), corados com reagente DAPI.
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4.5 Caracterizacdo imunofenotipica e funcional pds cultivo

Apoés os cultivos tanto em garrafas estaticas quanto em microcarregadores,

foram avaliadas as propriedades imunofenotipica e funcionais das células.

4.5.1 Caracterizagdo imunofenotipica

A expressao antigénica das proteinas de superficie das células mesenquimais
foi avaliada por citometria de fluxo. Os resultados encontrados, no caso do cultivo em
garrafas estéticas, demonstraram que as células cultivadas com suplementacédo de
10% de soro AB humano, tanto dos lotes de Soro PC>24h quanto Soro PCIC, e as
células mesenquimais controle suplementadas com 10% SFB possuem
caracteristicas imunofenotipica compativeis com as CMMs, isto €, expressao baixa ou
ausente dos marcadores de células hematopoiéticas (CD34, CD14, CD45), endoteliais
(CD31) e HLA-DR e expressao significativa, mas em diferentes niveis de intensidade,
dos antigenos CD90, CD73, CD105, CD146, CD166 e HLA-ABC. Na Figura 13 estéo
representados os resultados encontrados (porcentagem de células que expressam o
marcador). N&o foi observada diferenca entre as células cultivadas nos lotes de soro
AB humanos produzidos e nas cultivadas na presenca de SFB. O mesmo perfil
imunofenotipico foi observado no cultivo em microcarregadores, representado na
Figura 14. Também nédo houve diferenca pré e pés nos cultivos suplementados com

SFB e soro AB humano.
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Figura 13: Principais marcadores imunofenotipicos das CMMs cultivadas em garrafas
estaticas nos meios suplementados com os lotes de soro AB humano produzidos
e com SFB como cultivo controle.
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Figura 14: Principais marcadores imunofenotipicos das CMMs pré e pos cultivo em
microcarregadores nos meios suplementados com os lotes de (A) soro AB
humano produzidos e com (B) SFB. Os resultados apresentados sdo referentes
ao valor médio (n=3). As barras verticais representam o respectivo desvio
padréo.
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4.5.2 Avaliagéo do potencial de diferenciagdo em adipdcito e ostedcito

As CMMs provenientes do cultivo em garrafa estatica e em microcarregadores,
foram induzidas a diferenciacdo em adipdcitos e ostedcitos Tanto as células cultivadas
nos meios de cultura suplementados com os lotes de soro humano produzidos
PC>24h (n=15) e PCIC (n=15) quanto as suplementadas com SFB (n=5) foram
capazes de se diferenciar em adipdcitos e ostedcitos. A diferenciacdo em adipécitos
das CMM em garrafa estéatica (Figura 15) e em microcarregador (Figura 17) comecou
a ser evidenciada morfologicamente por volta do 13° dia apds o inicio do cultivo em
meio indutor, quando as goticulas de gordura comecaram a surgir. As CMMs
cultivadas em microcarregador foram induzidas a diferenciacdo pdés cultivo (n=2),
apresentaram tempo de diferenciacdo semelhantes as CMMs cultivadas em garrafas
estaticas. A diferenciacdo em ostedcitos das CMM em garrafa estética (Figura 16) e
em microcarregador (Figura 18) comecou a ser evidenciada morfologicamente por
volta do 20° dia apos o inicio do cultivo em meio indutor. O cultivo foi mantido pelo
maior tempo possivel, e interrompido quando as células comecaram a se soltar das
laminulas. Alguns trabalhos indicam que a diferenciacdo de CMMs do cordao umbilical
ndo é tao robusta quanto as células mesenquimais de medula 6ssea e do tecido
adiposo, relatam diferenca em relagdo ao maior tempo necessario para a
diferenciacdo, menor frequéncia de células diferenciadas e menor tamanho de
vacuolos lipidicos (PORTMANN-LANZ, SCHOEBERLEIN et al., 2006; ALVIANO et al.,
2007; Ll et al., 2007; ALAMINOS et al., 2010; ANZALONE et al., 2010). Por outro lado,
Xia e colaboradores (2011) relatam que as CMM mostram um aumento na
diferenciacdo osteogénica e uma diminuigdo da diferenciacdo adipogénica quando

cultivadas em meio suplementado com LP.
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Figura 15: Imagens representativas da diferenciacdo de células provenientes das culturas
estaticas na sétima passagem (n=35) em adipdcitos com inoculo inicial de 40.000
cel/mL . Os cultivos foram mantidos a 37°C, com troca de 50% do meio indutor a
cada trés dias a partir do segundo dia. As células foram coradas com Sudan Il
escarlate em hematoxilina de Harris.
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Figura 16: Imagens representativas da diferenciacdo de células provenientes das culturas
estaticas na sétima passagem (n=35) em ostedcitos com inoculo inicial de 40.000
cel/mL. Os cultivos foram mantidos a 37°C 5%CQO? , com troca de 50% do meio
indutor a cada trés dias a partir do segundo dia. As células foram coradas com
Von Kossa em hematoxilina de Harris.
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Figura 17: Imagens representativas da diferenciagdo de células provenientes das
culturas em microcarregador e frasco spinner (n=2) em adipdcitos com
inoculo inicial de 40.000 cel/mL. Os cultivos foram mantidos a 37°C, com
troca de 50% do meio indutor a cada trés dias a partir do segundo dia. As
células foram coradas com Sudan Il escarlate em hematoxilina de Harris.

Figura 18: Imagens representativas da diferenciagdo de células provenientes das
culturas em microcarregador e frasco spinner (n=2) em osteocitos. com
inoculo inicial de 40.000 cel/mL. Os cultivos foram mantidos a 37°C
5%CO?, com troca de 50% do meio indutor a cada trés dias a partir do
segundo dia. As células foram coradas com Von Kossa em hematoxilina
de Harris.
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4.5.3 Avaliagéo do potencial de inibicdo da proliferacao dos Linfécitos T

As CMMs pés cultivo em garrafa estatica e em microcarregador na sétima
passagem suplementado com soro AB humano no tempo de estocagem de 12 meses
foram avaliadas quanto ao potencial de inibicdo da proliferacdo dos linfocitos T,
realizada por meio do co-cultivo destes, estimulados com PHA, com CMMs em
diferentes concentracbes, 1:2, 1.5 e 1:10 CMM:CMN. Os linfocitos T foram
estimulados com PHA e corados com CFSE. Os resultados obtidos foram comparados
com as CMMs cultivadas em meio suplementado com SFB.

As CMM pos cultivo suplementadas com Soro AB humano, em garrafa estatica
e microcarregador, foram capazes de inibir a proliferacdo de linfécitos de maneira
dose-dependente. O grau de inibicdo da proliferacdo de células T foi proporcional ao
ndamero de CMM:CMN na co-cultura.

A Figura 19 ilustra os resultados encontrados nas CMM cultivadas em garrafas
estaticas. As CMMs cultivadas em Soro PC>24h e Soro PCIC obtiveram propriedades
imunomodulatérias semelhantes, e a porcentagem média de inibicdo dos linfécitos T
das ceélulas cultivadas em soro humano foi levemente inferior as células cultivadas
com SFB (p>0,05, Tukey-Kramer teste). Os resultados encontrados nas CMM
cultivadas em microcarregador estdo ilustrados na Figura 20, sendo que as CMM
cultivadas em Soro AB humano apresentaram propriedades imunomodulatérias
semelhantes as cultivadas em SFB (p>0,05, Tukey-Kramer teste). Outros autores
descreveram que as CM cultivadas em SFB foram mais eficientes do que as células
cultivadas em LP na inibicdo da proliferacao dos linfocitos (BERNARDO, AVANZINI et
al., 2007). Abdelrazik e colaboradores (2011) descreve que, as CMM cultivadas com
suplementacdo de LP, tém a expressdo de algumas moléculas de superficie
relevantes alteradas, levando a uma diminuicdo da capacidade inibidora sobre células
T e a proliferacdo de células natural Killer, comparados com as células cultivadas em
SFB. Nao foram encontrados trabalhos relatando a capacidade de inibicdo da

proliferac@o dos linfécitos de células CMMs cultivadas em soro AB humano.
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Figura 19: Inibicdo da proliferacédo dos linfécitos T (porcentagem) pelas CMMs cultivadas em
garrafas estaticas nos meios suplementadas com soro AB humano PC>24h (n=3),
PCIC (n=3), e SFB (n=2).
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Figura 20: Inibicdo da proliferacé@o dos linfocitos T (porcentagem) pelas CMMs pés cultivo em
microcarregador e frasco spinner nos meios suplementadas com soro AB humano
(n=1) e SFB (n=1).
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4.5.4 Analise citogenética

A andlise citogenética foi realizada em um total de 6 amostras pds cultivo em
garrafa estatica com meio suplementado com os diferentes lotes de soro AB humano
com 12 meses de estocagem, e 1 amostra pos cultivo em frasco spinner em meio

suplementado com soro AB humano com 12 meses de estocagem.
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Figura 21: Cari6tipo da CMM péds cultivo em meio suplementado com soro AB humano
convertido na sétima passagem em garrafa estética e frasco spinner.

A analise de 20 metafases de cada amostra apresentou auséncia de anomalias
cromossOmicas clonais, como demonstrado na Figura 21. Mesmo apds 12 meses de
estocagem do soro AB humano, as CMMs cultivadas ndo sofreram nenhuma alteracao
cromossbmica, que poderia comprometer a saude do paciente quando infundidas,
outros autores também obtiveram cariétipo normal apés cultivo em pool de soro
alogénico (PAULA et al., 2015) e lisado plaquetario (KOLLE et al,, 2013).
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5 CONCLUSOES

O protocolo utilizado para a obtencdo do soro AB humano convertido a partir
de plasmas de doadores foi eficaz, pois permitiu a reprodutibilidade lote a lote
mantendo a qualidade e esterilidade do produto final.

As duas fontes de plasma PC>24h e PCIC utilizadas para a producao do soro
AB humano apresentaram caracteristicas semelhantes quanto aos constituintes
bioquimicos e demais parametros analiticos e foram eficazes na suplementacdo do
cultivo e expansao das células mesenquimais de cordao umbilical.

A suplementacdo do meio com 10% de soro AB humano foi eficaz tanto no
cultivo em culturas estaticas quanto em microcarregadores, pois permitiu a expansao
das CMMs de maneira similar a condi¢ao controle, suplementada com 10% de SFB,
com manutencao das caracteristicas imunofenotipicas, funcionais e perfil citogenético
pos cultivo.

De maneira geral, pode-se concluir ao longo do desenvolvimento deste trabalho
que o uso do soro AB humano é viavel para a substituicdo do SFB para cultivo de
CMMs e pode ser utilizado por, no minimo, 12 meses ap6s a producdo sem
comprometimento da qualidade da célula.
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APENDICE A - Cinética de expanséo celular no decorrer do cultivo em garrafas
estaticas.

Tabela Al — Capacidade de duplicacdo das células nos meios suplementados com
PCIC e PC>24h no primeiro més apo0s producdo e com SFB como cultivo controle
(dados referentes a Figura 7A).

Meio N Média Desvio Padrao Mediana
10% SFB 3 3,68 0,78 3,93
P5 10% PCIC 3 4,14 0,31 4,04
10% PC>24h 3 4,11 0,72 3,77
10% SFB 3 7,47 1,82 7,97
P6 10% PCIC 3 7,17 1,10 9,20
10% PC>24h 3 8,51 1,33 8,36
10% SFB 3 11,31 2,44 11,20
P7 10% PCIC 3 13,00 2,42 13,00
10% PC>24h 3 12,46 1,72 11,58

P = passagem, SFB = Soro Fetal Bovino, PCIC = Plasma Comum Isento de Crioprecipitado, PC>24h
= Plasma Comum fracionado a mais de 24 horas.

Tabela A2 — Capacidade de duplicacdo das células nos meios suplementados com
PCIC e PC>24h no terceiro més apds producdo e com SFB como cultivo controle
(dados referentes a Figura 7B).

. Meio N Média Desvio Padréao Mediana
10% SFB 3 4,86 0,39 4,90
P5 10% PCIC 3 5,08 0,07 5,04
10% PC>24h 3 4,98 0,17 5,00
10% SFB 3 8,98 0,32 8,87
P6 10% PCIC 3 10,06 0,13 10,13
10% PC>24h 3 9,76 0,11 9,83
10% SFB 3 13,54 0,64 13,57
P7 10% PCIC 3 15,04 0,54 15,27
10% PC>24h 3 14,81 0,33 14,60

P = passagem, SFB = Soro Fetal Bovino, PCIC = Plasma Comum Isento de Crioprecipitado, PC>24h
= Plasma Comum fracionado a mais de 24 horas.
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Tabela A3 — Capacidade de duplicacdo das células nos meios suplementados com
PCIC e PC>24h no sexto més apods producéo e com SFB como cultivo controle (dados
referentes a Figura 7C).

Meio N Média Desvio Padrao Mediana
10% SFB 3 4,63 0,21 4,56
P5 10% PCIC 3 4,94 0,09 4,94
10% PC>24h 3 4,86 0,07 4,82
10% SFB 3 9,19 0,10 9,18
P6 10% PCIC 3 10,14 0,18 10,14
10% PC>24h 3 9,94 0,21 10,06
10% SFB 3 14,34 0,30 14,40
P7 10% PCIC 3 15,46 0,14 15,48
10% PC>24h 3 15,04 0,34 15,06

P = passagem, SFB = Soro Fetal Bovino, PCIC = Plasma Comum Isento de Crioprecipitado, PC>24h
= Plasma Comum fracionado a mais de 24 horas.

Tabela A4 — Capacidade de duplicacdo das células nos meios suplementados com
PCIC e PC>24h no nono més ap6s producédo e com SFB como cultivo controle (dados
referentes a Figura 7D).

Meio N Média Desvio Padrao Mediana
10% SFB 3 4,41 0,76 4,79
P5 10% PCIC 3 4,76 0,61 5,04
10% PC>24h 3 4,25 0,83 3,91
10% SFB 3 9,23 0,27 9,22
P6 10% PCIC 3 9,66 0,38 9,47
10% PC>24h 3 9,24 0,39 9,07
10% SFB 3 14,09 0,47 14,04
P7 10% PCIC 3 14,75 1,12 14,73
10% PC>24h 3 13,70 0,60 13,80

P = passagem, SFB = Soro Fetal Bovino, PCIC = Plasma Comum Isento de Crioprecipitado, PC>24h
= Plasma Comum fracionado a mais de 24 horas.
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Tabela A5 — Capacidade de duplicacdo das células nos meios suplementados com
PCIC e PC>24h no décimo segundo més apds producdo e com SFB como cultivo
controle (dados referentes a Figura 7E).

Meio N Média Desvio Padrao Mediana
10% SFB 3 5,22 0,02 5,22
P5 10% PCIC 3 4,94 0,15 4,87
10% PC>24h 3 4,96 0,01 4,96
10% SFB 3 9,89 0,31 9,89
P6 10% PCIC 3 9,99 0,12 10,06
10% PC>24h 3 9,91 0,03 9,91
10% SFB 3 14,98 0,68 14,98
P7 10% PCIC 3 15,10 0,18 15,04
10% PC>24h 3 15,06 0,04 15,04

P = passagem, SFB = Soro Fetal Bovino, PCIC = Plasma Comum Isento de Crioprecipitado, PC>24h
= Plasma Comum fracionado a mais de 24 horas.
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Tabela A6 - Tempo de duplicac&o celular obtido nos diferentes suplementos e tempos
de estocagem na quinta passagem (dados referentes a Figura 8).

Tempo

Meio N Média Desvio Padrao

estoque
SFB 10% 6 58,83 20,58
Tempo O Soro PCIC 10% 6 53,72 12,52
Soro PC> 24h 10% 6 54,75 2,80
SFB 10% 6 51,10 3,44
3 meses Soro PCIC 10% 6 48,86 2,51
Soro PC> 24h 10% 6 48,09 2,36
SFB 10% 6 46,59 13,97
6 meses Soro PCIC 10% 6 43,74 14,07
Soro PC> 24h 10% 6 34,58 8,91
SFB 10% 6 49,43 8,57
9 meses Soro PCIC 10% 6 46,33 5,25
Soro PC> 24h 10% 6 48,87 9,27
SFB 10% 6 41,40 0,19
12 meses Soro PCIC 10% 6 43,68 1,27
Soro PC> 24h 10% 6 43,57 0,09

SFB = Soro Fetal Bovino, PCIC = Plasma Comum Isento de Crioprecipitado, PC>24h = Plasma Comum
fracionado a mais de 24 horas.
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Tabela A7 - Tempo de duplicacéo celular obtido nos diferentes suplementos e tempos

de estocagem na sexta passagem (dados referentes a Figura 8).

Tempo

Meio N Média Desvio Padrao

estoque
SFB 10% 6 51,77 15,48
0 Soro PCIC 10% 6 49,87 10,61
Soro PC> 24h 10% 6 61,78 7,28
SFB 10% 6 66,13 20,94
3 meses Soro PCIC 10% 6 56,17 11,18
Soro PC> 24h 10% 6 55,15 2,16
SFB 10% 6 45,95 15,13
6 meses Soro PCIC 10% 6 61,74 17,28
Soro PC> 24h 10% 6 59,75 11,18
SFB 10% 6 52,31 2,97
9 meses Soro PCIC 10% 6 51,64 2,84
Soro PC> 24h 10% 6 52,37 4,45
SFB 10% 6 56,25 3,98
12 meses Soro PCIC 10% 6 52,19 1,29
Soro PC> 24h 10% 6 53,32 0,14

P = passagem, SFB = Soro Fetal Bovino, PCIC = Plasma Comum Isento de Crioprecipitado, PC>24h

= Plasma Comum fracionado a mais de 24 horas.
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Tabela A8 - Tempo de duplicacéo celular obtido nos diferentes suplementos e tempos
de estocagem na sétima passagem (dados referentes a Figura 8).

Tempo

Meio N Média Desvio Padrao

estoque
SFB 10% 6 60,76 3,94
0 Soro PCIC 10% 6 59,21 2,21
Soro PC> 24h 10% 6 69,08 5,75
SFB 10% 6 68,85 3,95
3 meses Soro PCIC 10% 6 55,80 20,22
Soro PC> 24h 10% 6 58,06 8,59
SFB 10% 6 32,17 9,78
6 meses Soro PCIC 10% 6 37,20 9,69
Soro PC> 24h 10% 6 31,64 9,11
SFB 10% 6 50,54 7,74
9 meses Soro PCIC 10% 6 45,93 3,06
Soro PC> 24h 10% 6 47,97 9,50
SFB 10% 6 51,66 3,78
12 meses Soro PCIC 10% 6 51,66 0,91
Soro PC> 24h 10% 6 51,25 0,60

P = passagem, SFB = Soro Fetal Bovino, PCIC = Plasma Comum Isento de Crioprecipitado, PC>24h
= Plasma Comum fracionado a mais de 24 horas.
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APENDICE B - Expans&o celular em microcarregador e frasco spinner.

Tabela B1 - Crescimento celular em frasco spinner de acordo com o meio utilizado
(dados referentes a Figura 10).

Dias 10% Soro AB Humano 10% SFB
(n=3) (n=3)
1 1,50 x108 (+3,46 x105) 1,80 x108 (+4,00 x10°)
2 3,07 x10° (1,26 x10°) 4,60 x10° (1,84 x10°)
3 5,03 x10°6 (4,16 x10°) 1,09 x107 (+2,10 x106)
4 1,62 x107 (2,03 x10°) 1,27 x107 (+1,62 x10°)
5 2,09 x107 (*2,82 x10°) 1,64 x107 (3,62 x106)
6 2,60 x107 (+3,66 x10°) 2,87 x107 (+8,43 x10°)
7 3,13 x107 (%5,69 x10°) 2,68 x107 (+3,02 x10°)
8 2,80 x107 (+9,81 x10°) 2,92 x107 (+6,84 x10°)

SFB = Soro Fetal Bovino




Apéndice

Tabela B2 - Concentracdo de glicose no frasco spinner (mM) de
acordo com o meio utilizado (dados referentes a Figura 11A).

Dias 10% Soro AB Humano 10% SFB
(n=3) (n=3)
0 9,00 (0,00) 11,33 (0,00)
1 8,63 (x0,08) 10,50 (x0,15)
2 8,15 (x0,03) 9,39 (x£0,06)
3 7,52 (x0,06) 7,89 (x0,20)
3 8,07 (x0,03) 9,50 (+£0,10)
4 6,78 (x0,19) 7,33 (x0,20)
4 7,65 (x0,13) 9,07 (£0,17)
5 5,82 (x0,33) 5,60 (x£0,49)
5 7,17 (x0,25) 8,41 (+0,25)
6 4,31 (x0,38) 4,53 (£0,40)
6 6,37 (x0,06) 7,89 (+£0,29)
7 3,69 (x0,27) 3,03 (+0,23)
7 6,20 (x0,12) 7,22 (£0,20)
8 4,13 (+0,52) 2,55 (£0,16)

SFB = Soro Fetal Bovino

Tabela B3 -Concentragédo de lactato frasco spinner (mM) de
acordo com o meio utilizado (dados referentes a Figura 11B).

Dias 10% Soro AB Humano 10% SFB
(n=3) (n=3)
0 0,26 (0,00) 1,66 (0,00)
1 0,68 (+0,01) 2,13 (+0,03)
2 1,34 (x£0,01) 2,93 (+0,04)
3 2,31 (x0,09) 4,12 (x0,04)
3 1,22 (x£0,02) 2,80 (+0,06)
4 3,09 (z0,24) 4,71 (x0,21)
4 1,61 (x£0,11) 3,04 (x0,09)
5 4,53 (x0,60) 5,75 (%0,23)
5 2,27 (x0,23) 3,60 (x0,12)
6 6,49 (x0,44) 6,31 (+0,29)
6 3,25 (x0,28) 3,87 (x0,09)
7 6,94 (x0,44) 7,20 (x0,30)
7 3,44 (x0,25) 4,27 (x0,07)
8 6,26 (0,75) 7,57 (£0,14)

SFB = Soro Fetal Bovino
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APENDICE C — Caracterizacdo imunofenotipica das células mesenquimais.

Tabela C1 — Caracterizacdo imunofenotipica das células cultivadas em garrafas
estaticas de acordo com o meio utilizado (dados referentes a Figura 13).

N=36 SFB Soro PC>24h Soro PCIC
CD45 0,10 0,24 (0,25) 0,05 (+0,07)
CD14 0,00 0,78 (+1,26) 0,90 (+0,94)
CD34 0,61 0,98 (+1,05) 1,48 (+0,93)
CD31 0,50 3,71 (+5,66) 1,36 (+1,7)
HLA-DR 0,00 0,24 (+0,33) 0,86 (+1,09)
CD73 96,54 90,89 (+7,78) 91,93 (+2,38)
CD105 87,35 90,28 (+2,83) 91,95 (+3,06)
CD90 98,27 98,23 (+1,06) 98,17 (£0,82)
CD166 94,30 91,49 (4,65) 94,44 (+1,07)
CD146 58,32 50,85 (+9,67) 53,41 (+16,73)
HLA-ABC 68,87 77,43 (+11,43) 74,56 (6,66)

SFB = Soro Fetal Bovino, PCIC = Plasma Comum Isento de Crioprecipitado, PC>24h = Plasma
Comum fracionado a mais de 24 horas.

Tabela C2 -

Caracterizacao

microcarregador de acordo com o meio utilizado (dados referentes a Figura 14).

imunofenotipica das células cultivadas em

SFB pré Soro AB .
N=8 . SFB 10% Humano pré Soro AB Humano
Spinner :
Spinner
CD 45 0,00 0,00 (0,00) 0,00 0,02 (x0,02)
CD 14 0,00 0,37 (x0,26) 0,00 0,45 (x0,20)
CD 34 0,87 0,15 (x0,1) 0,07 0,75 (x0,29)
CDh 31 29,00 0,04 (+0,02) 0,00 0,02 (x0,04)
HLA-DR 0,34 0,07 (x0,13) 0,08 0,31 (+0,21)
CD 73 93,89 94,69 (+1,74) 93,35 94,05 (+4,72)
CD 105 79,92 68,46 (£15,66) 97,02 90,10 (£5,38)
CD 90 98,40 98,05 (x0,95) 99,73 97,41 (£2,36)
CD 166 94,07 62,93 (+17,31) 97,77 68,76 (£15,22)
CD 146 70,65 0,92 (x1,32) 17,43 0,12 (+0,08)
HLA-ABC 80,73 56,19 (+13,01) 35,17 78,58 (£9,71)

SFB = Soro Fetal Bovino.
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APENDICE D — Inibic&o da prolifera¢do dos linfdcitos T.

Tabela D1 - Inibicdo da proliferagcdo dos linfocitos T (porcentagem pelas CMMs
cutivadas em garrafas estaticas de acordo com o meio suplementado (dados
referentes a Figura 19).

10% Soro
10% SFB 10% Soro PCIC PC>24h
Proporcgéo 1:2 70,42 (x13,79) 48,87 (£7,57) 56,99 (x10,32)
Proporcéo 1:5 56,57 (£6,65) 40,61 (+15,28) 45,08 (£10,67)
Proporcéao 1:10 37,64 (x6,69) 31,26 (+10,85) 36,47 (x2,42)

SFB = Soro Fetal Bovino, PCIC = Plasma Comum Isento de Crioprecipitado, PC>24h = Plasma
Comum fracionado a mais de 24 horas.

Tabela D2 - Inibicdo da proliferagcdo dos linfécitos T (porcentagem pelas CMMs
cutivadas em microcarregador de acordo com o meio suplementado (dados referentes
a Figura 20).

10% Soro AB Humano 10% SFB
Proporc¢éo 1:2 55,74 (£12,09) 61,77 (£14,75)
Proporc¢éo 1:5 41,13 (£7,11) 52,69 (£11,83)
Proporcéao 1:10 30,86 (+£6,63) 38,98 (£8,16)

SFB = Soro Fetal Bovino.




