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Células Vero sao utilizadas para o desenvolvimento de vacinas virais, aprovadas para uso humano, incluindo assim
uma vacina contra o virus SARS-CoV-2. Nosso objetivo foi estabelecer um protocolo de produgao para esta condigao
de cultivo. As células cultivadas em frasco spinner foram testadas em diferentes concentragdes. Os valores de pmax
permitem observar que o melhor desempenho foi com o ensaio cujo valor ficou em 0,0334 h-1. A duplicacao celular
ocorreu em 1= 37,47 h, 2= 21,15 h e 3= 22,29 h. A concentragéo e a qualidade do in6culo sdo determinantes para o

desempenho das células quando cultivadas em sistema pseudo agitado com microcarregadores.
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Vero cells are used to develop viral vaccines approved for human use, thus including a vaccine against the SARS-
CoV-2 virus. Our objective was to establish a production protocol for this cultivation condition. Cells grown in spinner
flask were tested at different concentrations. The pmax values allow us to observe that the best performance was with
the assay whose value was 0.0334 h . Cell duplication occurred at 1=37.47 h, 2=21.15 h and 3=22.29 h. The
concentration and quality of the inoculum are crucial for the performance of cells when cultivated in a pseudo-stirred

system with microcarriers.
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A pandemia da covid-19 que se iniciou na
China e rapidamente se espalhou pelo mundo
destacou o aspecto de emergéncia para o
desenvolvimento de vacinas de imunizacao
contra o SARS-CoV-2, também conhecido
como corona virus'. As plataformas tradicionais
sao desenvolvidas com base em células de
mamiferos produtoras diretas do virus alvo da
vacina e depois inativados. Por outro lado, as
plataformas mais modernas com particulas
virais utilizam um carreador como o adenovirus
inativado  (virus comum em organismos
humanos que servem como apresentadores de
proteina especifica). Ambas as plataformas séo
utilizadas para ativar o sistema imunoldgico??.

O desafio da alta demanda por vacina ao
redor do mundo?4, também desafia os
processos de produgdo, que necessitam
ampliar a produgdo de células de maneira
eficiente e com baixo custo®. Sendo as células
vero a linhagem preferencial para produgao do
corona virus SARS-CoV-2 mas ao mesmo
tempo apresentando caracteristicas de cultivo
em monocamada que demanda consideravel
volume de meio de cultura, consumo de
material e m&o de obra, além do risco de
contaminagdo ao longo do processo®’.

O sistema de pseudo agitado utiliza
microcarregadores e oferecem a possibilidade
de cultivo em bioreatores de tanque agitado.
Estes microcarregadores sao microesferas de
polimero desenvolvidas para atuarem como um
susbtrato para células aderentes 8. Além disso,
estes sistemas se apresentam como uma

alternativa promissora para ganho de
produtividade e diminuicdo de custo de
producéo.

O objetivo desse trabalho foi estabelecer
um protocolo de producédo de células Vero
utilizando o sistema pseudo agitado com
microcarregadores bem como estudar a
cinética de crescimento da linhagem dessas
células nestas condi¢des de cultivo.

Foram utilizadas Células Vero, da
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European Collection of Animal Cell Cultures

(ECACC); Microcarregadores Cytodex1
(Sigma-Aldrich); Meio de cultura VP-SFM
(Gibco); Tripsina TripleSelect1X (Gibco);

inibidor de tripsina STI T6622 (Sigma-Aldrich).
Foram avaliados concentragdao celular (Xv),
velocidade especifica de crescimento e tempo
de duplicagédo. Preparo do frasco Spinner. Os
frascos spinner foram siliconizados e depois
foram lavados com detergente neutro,
enxaguados com agua purificada e finalmente
deixados em estufa a 50 °C para secagem.
Apos esta etapa foram autoclavados com ciclo
de 121 °C/30 minutos. Preparo dos
Microcarregadores: Foram pesados 150 mg de
Cytodex1 e diluidos em 50 mL de solugdo PBS
(estéril), em um tubo Falcon 50 mL que foi
deixado em estufa a 37 °C (overnight).
Repique: As células foram observadas através
do microscopio e apresentavam 100% de
confluéncia. Foi feito um repique para quatro
garrafas T75 cm? (1:4). O meio condicionado
foi descartado e a parede foi lavada com 1,5 ml
de Tripsina (Triple™) para liberar as células,
em seguida foram adicionados 2,5 ml de meio
VP-SFM. Foi transferido 1 ml para cada
garrafa T75 cm? e completado um volume de
15 ml de meio VP-SFM. As garrafas foram
deixadas em estufa de CO, a 37 °C por 96 h.
Foi retirada uma aliquota de 0,4 ml para
observagao pelo microscépio, observando que
0os Mcs estavam hidratados em sua maioria
100%.

Em seguida foi retirado cuidadosamente
uma aliquota do sobrenadante acima do pellet
formado pelos Mcs sedimentados de forma a
nao extrair Mc. Entdo adicionou-se +/-25 ml de
PBS fresco, adicionou-se no frasco Spinner
autoclavado com ciclo de 121°C/30 min. Em
seguida foi retirado um volume de 25 ml de
PBS e entado foi feita uma lavagem com meio
fresco, completado o volume até 25 ml e o
spinner foi deixado em estufa com agitacéo a
25 rpm. Preparo do inoculo: A partir de quatro
garrafas T75cm? com células aderidas em semi
confluéncia (70% monocamada), foi descolado
o tapete com tripsinizagdo, centrifugado e
ressuspendido com meio fresco (suplementado
com inibidor de tripsina). Foi retirada uma
aliquota 0,4 mL para amostragem e contagem
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de células (a amostra foi diluida em 1:10 com
PBS e azul trypan 0,4%).

No frasco spinner ja pronto foi transferido
um volume de inoculo. O spinner inoculado foi
depositado em estufa com 5% de CO, a 37 °C.
Apds o ciclo de aderéncia foi completado o
volume de meio fresco (VP-SFM) para 50 ml e
mantida agitacdo de 20 rpom. De cada amostra
foi feita a contagem de nucleos e
posteriormente as analises dos metabdlitos
glutamina, glutamato, glicose e lactato. As
células Vero cultivadas em microcarregadores,

Tabela 1 - Variagdo da concentragao celular/tempo e Ln (Xv)
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apresentaram aderéncia e expansiao como
esperado.

As amostras tratadas conforme protocolo para
contagem de nucleo permite aferir a
concentracao celular ao longo do cultivo. Os
valores aferidos nas contagens organizados
como tabela para permitir o estudo da cinética
de crescimento celular dos ensaios realizados
(Tabela1).

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Tempo (h) Cel/ml (Xv) Ln(Xv) Cel/'ml(Xv) LnXv) Cel/ml(Xv) Ln(Xv)
0 7,09E+04  0,00E+00 9,80E+04 0,00E+00 1,40E+05 0,00E+00
24 8,16E+04  1,40E-01 2,21E+05 8,13E-01 3,01E+05 7,68E-01
48 9,88E+04  3,32E-01 6,44E+05 1,88E+00 8,35E+05 1,79E+00
72 1,50E+05  7,50E-01 9,95E+05 2,32E+00 1,20E+06 2,15E+00
96 2,50E+05  1,26E+00 1,07E+06 2,39E+00 1,20E+06 2,16E+00
120 3,65E+05  1,64E+00 7,99E+05 2,10E+00 1,05E+06 2,02E+00
144 5,50E+05  2,05E+00 5,29E+05 1,69E+00 7,99E+05 1,74E+00
168 5,40E+05  2,03E+00 4,58E+05 1,54E+00 6,50E+05 1,54E+00

(h)= Horas, (Xv)= concentracdo células vidveis, (Ln) = Logaritmo Natural

Grafico 1 - Variacdo da vel. max crescimento (umax)
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No presente ensaio, buscou-se
implementar um protocolo para o cultivo de
células Vero em pseudosuspensao com
utilizacdo de microcarregadores Cytodex1 em
meio sem Soro fetal Bovino (VP-SFM) com
sistema agitado em frasco tipo spinner de 100
mL, com volume de trabalho final de 50 mL®.
Os parametros de trabalho foram; agitacao de
20 rpm e temperatura de 37 °C em estufa, com
umidade controlada e 5% de CO,.

O preparo do inoculo se da com a semi
confluéncia das células cultivadas em garrafas
tipo frascoT 75cm? inoculadas com células
Vero na propor¢ao de diluicdo 1:4, e com
aproximadamente 72 horas de cultivo. A
separacdo das células foi feita com
tripsinizagcdo. A tripsina € utilizada para o
descolamanto das células quando aderidas na
parede da garrafa de cultivo (monocamada).
Essa adesdo se da por conta da diferenca
ibnica entre a parede da garrafa e a membrana
celular, sendo as cargas da parede da garrafa
e da membrana celular opostas, elas
naturalmente se atraem. No entanto néo é so6
este fator que permite a adesdo e
espraiamento das células formando a
monocamada, as células também produzem as
caderinas que sao proteinas de ligagdo, como
a Vitronectina e Fibronectina'®.

A tripsina quebra essas proteinas de
ligacdo fazendo com que as células descolem
e permitam que se propague um novo cultivo.
Quando se utiliza o soro fetal bovino ele
neutraliza a acao da tripsina, permitindo que as
células continuem aderindo e se
desenvolvendo. O meio isento de soro néo tem
acao inibidora de tripsina, conforme informacéao
do fabricante entdo foi utilizado o inibidor de
tripsina STl T6622 (SigmaAldrich). Apds o
inoculo com células Vero, foi estabelecido um
periodo de adesao celular aos Mcs, sendo que
o sistema permaneceu sem agitacdo por 60
min e por 3 min sob agitagdo constante. Este
ciclo idealmente deve durar 8 horas, para a
perfeita adesdo das célula ao Mc, fator
determinante para o bom desempenho do
cultivo com ganho de produtividade ao final.
Também foram retiradas amostras com volume
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de 1 mL a cada 24 horas para contagem dos
nuacleos e analise dos  metabdlitos,
posteriormente™.

A tabela 1, mostra os dados provenientes
da contagem dos nucleos, concentragao
celular e o logaritmo natural de Xv (In Xv),
conforme procedimento anteriormente descrito.
Os dados devidamente registrados geraram os
graficos para analise da cinética. Contagem
dos nucleos: a contagem dos nucleos € uma
tecnica permite determinar a concentragao de
células no decorrer do cultivo. Para tanto
retirou-se uma aliquota de 1 mL a cada 24
horas. As células aderidas aos Mcs, sao
destruidas pela acdo do acido citrico e os
nucleos que se preservam sao corados com
cristal violeta, o que possibilita obter a
concentracdo de nucleos/mL na contagem em
hemocitdmetro.

Multiplicando-se o valor dos nucleos
encontrados pelo volume de trabalho €
possivel se obter a concentracdo celular nos
momentos distintos do cultivo. E possivel
observar que houve maior crescimento para os
sensaios 2 e 3 com o0s respectivos inoculos
com maior concentracdo de células. Para o
ensaio 1, cujo inoculo foi de 7,0.10* cel/mL, a
concentragdo maxima chegou a 5,50.10° cel/
mL apds 144 horas de cultivo e um periodo de
adaptacéo (fase lag) de aproximadamente 48
horas.

No ensaio 2 o inoculo foi de 1,00.10° cel/
mL e a curva de crescimento ndo apresentou a
fase lag, tal como observado no ensaio 1, a
concentragdo maxima chegou a 1,07.106 cel/
mL apds 96 horas. Ja no ensaio 3 que obteve a
maior concetragdo o inoculo foi de 1,40.10° cel/
mL, as células cresceram sem apresentar fase
lag e atingiram a concentragcdo maxima de
1,20.106 cel/mL apds 96 horas de cultivo, como
no ensaio 2.

O desempenho das células Vero em
relagdo a concentragdo maxima atingida, para
esse desenho de experimento, esta
relacionada com a concentragdo celular do
inoculo e sua qualidade ja que é altamente
recomendavel utilizar células que estejam em
semi confluéncia para a formagao do inoculo. A
velocidade especifica de crescimento (umax) é
um dado que nos auxilia a compreender como
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se da o crescimento celular ao longo do tempo

e esta relacionada com o tempo de
multiplicacao celular. Fatores como
concentracdo de nutrientes, temperatura,

concentragao de oxigénio no meio, variagao do
pH e formagdo de metabdlitos téxicos para a
células interferem na concentracdo celular
atingida ao final do processo'213,

A sinalizagao para o crescimento celular
também é um fator a ser considerado, uma vez
que se da numa populagdo com determinada
concentracdo’™. No grafico 1 , é possivel
observar o desempenho relativo aos ensaios,
sendo que para o ensaio 1 houve um periodo
inicial entre 0 e 24 horas sem crescimento
(fase lag), e apds esse periodo as células
cresceram de forma exponencial atingindo 2,04
h-' com 144 h de cultivo. Para o ensaio 2 a
velocidade maxima de crescimento foi de 2,37
h-' apés 96 h de cultivo e no ensaio 3, a
velocidade maxima chegou 2,14 h' apés 72 h
de cultivo.

Esses resultados mostram que o ensaio 2
foi o que apresentou melhor desempenho entre
os experimentos. Os valores de ymax para os
ensaios em spinners nos permite observar que
o melhor desempenho foi obtido para o ensaio
2 cujo valor ficou em 0,0334 h' em
comparagdo com os ensaios 1= 0,0185 h'' e 3,
0,0311 h' (grafico 1).

A apreciagcdo da velocidade maxima de
crescimento em conjunto com outros valores
aqui discutidos permite uma analise de
desempenho para determinar o melhor
momento para uma intervengao especifica no
cultivo, tais como suplementagdo de algum
nutriente ou infecgdo viral para produgao de
antigeno'. Este valor de pmax esta
relacionado com o tempo de duplicagao celular,
e os valores aferidos no presente trabalho
foram; ensaio 1 = 37,47 h, 2 =2115h e 3 =
22,29 h. Os dados acima citados como um
todo servem como subsideo para a tomada de
decisdo em relacao a utilizacao do cultivo das
células vero para esse sistema.

Declaro que n&o ha conflito de interesse
durante o desenvolvimento do estudo.
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