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RESUMO

Células Vero são utilizadas para o desenvolvimento de vacinas virais, aprovadas para uso humano, incluindo assim 

uma vacina contra o vírus SARS­CoV­2. Nosso objetivo foi estabelecer um protocolo de produção para esta condição 

de cultivo. As células cultivadas em frasco spinner foram testadas em diferentes concentrações. Os valores de µmax 

permitem observar que o melhor desempenho foi com o ensaio cujo valor ficou em 0,0334 h­1. A duplicação celular 

ocorreu em 1= 37,47 h, 2= 21,15 h e 3= 22,29 h. A concentração e a qualidade do inóculo são determinantes para o 

desempenho das células quando cultivadas em sistema pseudo agitado com microcarregadores.
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ABSTRACT

Vero cells are used to develop viral vaccines approved for human use, thus including a vaccine against the SARS­

CoV­2 virus. Our objective was to establish a production protocol for this cultivation condition. Cells grown in spinner 

flask were tested at different concentrations. The µmax 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 pseudo­stirred 

system with microcarriers.
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1 INTRODUÇÃO

A pandemia da covid­19 que se iniciou na 
China e rapidamente se espalhou pelo mundo 
destacou o aspecto de emergência para o 
desenvolvimento de vacinas de imunização 
contra o SARS­CoV­2, também conhecido 
como corona vírus1. As plataformas tradicionais 
são desenvolvidas com base em células de 
mamíferos produtoras diretas do vírus 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 
proteína específica). Ambas as plataformas são 
utilizadas para ativar o sistema imunológico2,3. 

O desafio da alta demanda por vacina ao 
redor do mundo4, também desafia os 
processos de produção, que necessitam 
ampliar a produção de células de maneira 
eficiente e com baixo custo5. Sendo as células 
vero a linhagem preferencial para produção do 
corona vírus SARS­CoV­2 mas ao mesmo 
tempo apresentando características de cultivo 
em monocamada  que demanda considerável 
volume de meio de cultura, consumo de 
material e mão de obra, além do risco de 
contaminação ao longo do processo6,7. 

O sistema de pseudo agitado utiliza 
microcarregadores e oferecem a possibilidade 
de cultivo em bioreatores de tanque agitado. 
Estes microcarregadores são microesferas de 
polímero 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 diminuição de custo de 
produção.

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

2 RELATO DE CASO

Foram utilizadas Células Vero, da 

European Collection of Animal Cell Cultures 
(ECACC); Microcarregadores Cytodex1 
(Sigma­Aldrich); Meio de cultura VP­SFM 
(Gibco); Tripsina TripleSelect1X (Gibco); 
inibidor de tripsina STI T6622 (Sigma­Aldrich). 
Foram avaliados concentração celular (Xv), 
velocidade específica de crescimento e tempo 
de duplicação. Preparo do frasco Spinner: Os 
frascos spinner foram siliconizados e depois 
foram lavados com detergente neutro, 
enxaguados com água purificada e finalmente 
deixados em estufa à 50 ºC para secagem. 
Após esta etapa foram autoclavados com ciclo 
de 121 ºC/30 minutos. Preparo dos 
Microcarregadores: Foram pesados 150 mg de 
Cytodex1 e diluídos em 50 mL de solução PBS 
(estéril), em um tubo Falcon 50 mL que foi 
deixado em estufa a 37 °C (overnight). 
Repique: As células foram observadas através 
do microscópio e apresentavam 100% de 
confluência. Foi feito um repique para quatro 
garrafas T75 cm² (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 
VP­SFM.  Foi transferido 1 ml para cada 
garrafa T75 cm² e completado um volume de 
15 ml de meio VP­SFM. As garrafas foram 
deixadas em estufa de CO2 a 37 °C por 96 h. 
Foi retirada uma alíquota de 0,4 ml para 
observação pelo microscópio, observando que 
os Mcs estavam hidratados em sua maioria 
100%. 

Em seguida foi retirado cuidadosamente 
uma alíquota do sobrenadante acima do pellet 
formado pelos Mcs sedimentados de forma a 
não extrair Mc. Então adicionou­se +/­25 ml de 
PBS fresco, adicionou­se no frasco Spinner 
autoclavado com ciclo de 121°C/30 min. Em 
seguida foi retirado um volume de 25 ml de 
PBS e então foi feita uma lavagem com meio 
fresco, completado o volume até 25 ml e o 
spinner foi deixado em estufa com agitação a 
25 rpm. Preparo do inoculo: A partir de quatro 
garrafas T75cm² com células aderidas em semi 
confluência (70% monocamada), foi descolado 
o tapete com tripsinização, centrifugado e 
ressuspendido com meio fresco (suplementado 
com inibidor de tripsina). Foi retirada uma 
alíquota 0,4 mL para amostragem e contagem 
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de células (a amostra foi diluída em 1:10 com 
PBS e azul trypan 0,4%). 

No frasco spinner já pronto foi transferido 
um volume de inoculo. O spinner inoculado foi 
depositado em estufa com 5% de CO2 a 37 °C. 
Após o ciclo de aderência foi completado o 
volume de meio fresco (VP­SFM) para 50 ml e 
mantida agitação de 20 rpm. De cada amostra 
foi feita a contagem de núcleos e 
posteriormente as análises dos metabólitos 
glutamina, glutamato, glicose e lactato. As 
células Vero cultivadas em microcarregadores, 

apresentaram aderência e expansão como 
esperado. 

3 RESULTADOS

As amostras tratadas conforme protocolo para 
contagem de núcleo permite aferir a 
concentração 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).

Tabela 1 ­ Variação da concentração celular/tempo e Ln (Xv)

Gráfico 1 ­ Variação da vel. max crescimento (µmax)
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4 DISCUSSÃO

No presente ensaio, buscou­se 
implementar um protocolo para o cultivo de 
células Vero em pseudosuspensão com 
utilização de microcarregadores Cytodex1 em 
meio sem Soro fetal Bovino (VP­SFM) com 
sistema agitado em frasco tipo spinner de 100 
mL, com volume de trabalho final de 50 mL9. 
Os parâmetros de trabalho foram; agitação de 
20 rpm e temperatura de 37 °C em estufa, com 
umidade controlada e 5% de CO2. 

O preparo do inoculo se dá com a semi 
confluência das células cultivadas em garrafas 
tipo frascoT 75cm2 inoculadas com células 
Vero na proporção de diluição 1:4, e com 
aproximadamente 72 horas de cultivo. A 
separação das células foi feita com 
tripsinização. A tripsina é utilizada para o 
descolamanto das células quando aderidas na 
parede da garrafa de cultivo (monocamada). 
Essa adesão se dá por conta da diferença 
iônica 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 não é só 
este fator que permite a adesão e 
espraiamento das células formando a 
monocamada, as células também produzem as 
caderinas que são proteínas de ligação, como 
a Vitronectina e Fibronectina10. 

A tripsina quebra essas proteinas de 
ligação fazendo com que as células descolem 
e permitam que se propague um novo cultivo. 
Quando se utiliza o soro fetal bovino ele 
neutraliza a ação da tripsina, permitindo que as 
células continuem aderindo e se 
desenvolvendo. O meio isento de soro não tem 
ação inibidora de tripsina, conforme informação 
do fabricante então foi utilizado o inibidor de 
tripsina STI T6622 (SigmaAldrich). Após o 
inoculo com células Vero, foi estabelecido um 
período de adesão celular aos Mcs, sendo que 
o sistema permaneceu sem  agitação por 60 
min e por 3 min sob agitação constante. Este 
ciclo idealmente deve durar 8 horas, para a 
perfeita adesão das célula ao Mc, fator 
determinante para o bom desempenho do 
cultivo com ganho de produtividade ao final. 
Também foram retiradas amostras com volume 

de 1 mL a cada 24 horas para contagem dos 
núcleos e análise dos metabólitos, 
posteriormente11. 

A tabela 1, mostra os dados provenientes 
da contagem dos núcleos, concentração 
celular e o logaritmo natural de Xv (ln Xv), 
conforme procedimento anteriormente descrito. 
Os dados devidamente registrados geraram os 
gráficos para análise da cinética. Contagem 
dos núcleos: a contagem dos núcleos é uma 
tecnica permite determinar a concentração de 
células no decorrer do cultivo. Para tanto 
retirou­se uma aliquota de 1 mL a cada 24 
horas. As células aderidas aos Mcs, são 
destruidas pela ação do ácido cítrico e os 
núcleos que se preservam são corados com 
cristal violeta, o que possibilita obter a 
concentração de núcleos/mL na contagem em 
hemocitômetro. 

Multiplicando­se o valor dos núcleos 
encontrados pelo volume de trabalho é 
possível se obter a concentração celular nos 
momentos distintos do cultivo. É possível 
observar que houve maior crescimento para os 
sensaios 2 e 3 com os respectivos inoculos 
com maior concentração de células. Para o 
ensaio 1, cujo inoculo foi de 7,0.104 cel/mL, a 
concentração máxima chegou a 5,50.105 cel/
mL após 144 horas de cultivo e um período de 
adaptação (fase lag) de aproximadamente 48 
horas. 

No ensaio 2 o inoculo foi de 1,00.105 cel/
mL e a curva de crescimento não apresentou a 
fase lag, tal como observado no ensaio 1, a 
concentração máxima chegou a 1,07.106 cel/
mL após 96 horas. Já no ensaio 3 que obteve a 
maior concetração o inoculo foi de 1,40.105 cel/
mL, as células cresceram sem apresentar fase 
lag e atingiram a concentração máxima de 
1,20.106 cel/mL após 96 horas de cultivo, como 
no ensaio 2. 

O desempenho das células Vero em 
relação a concentração máxima atingida, para 
esse desenho de experimento, está 
relacionada com a concentração celular do 
inoculo e sua qualidade já que é altamente 
recomendável utilizar células que estejam em 
semi confluência para a formação do inoculo. A 
velocidade específica de crescimento (µmax) é 
um dado que nos auxilia a compreender como 
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se dá o crescimento celular ao longo do tempo 
e está relacionada com o tempo de 
multiplicação celular. Fatores como 
concentração de nutrientes, temperatura, 
concentração de oxigênio no meio, variação do 
pH e formação de metabólitos tóxicos para a 
células interferem na concentração celular 
atingida ao final do processo12,13. 

 A sinalização para o crescimento celular 
também é um fator a ser considerado, uma vez 
que se dá numa população com determinada 
concentração14. No gráfico 1 , é possível 
observar o desempenho relativo aos ensaios, 
sendo que para o ensaio 1 houve um período 
inicial entre 0 e 24 horas sem crescimento 
(fase lag), e após esse período as células 
cresceram de forma exponencial atingindo 2,04 
h­1 com 144 h de cultivo. Para o ensaio 2 a 
velocidade máxima de crescimento foi de 2,37 
h­1 após 96 h de cultivo e no ensaio 3, a 
velocidade maxima chegou 2,14 h­1 após 72 h 
de cultivo. 

Esses resultados mostram que o ensaio 2 
foi o que apresentou melhor desempenho entre 
os experimentos. Os valores de µmax para os 
ensaios em spinners nos permite observar que 
o melhor desempenho  foi obtido para o ensaio 
2 cujo valor ficou em 0,0334 h­1 em 
comparação com os ensaios 1= 0,0185 h­1 e 3, 
0,0311 h­1 (gráfico 1). 

A apreciação da velocidade máxima de 
crescimento em conjunto com outros valores 
aqui discutidos permite uma análise de 
desempenho para determinar o melhor 
momento para uma intervenção específica no 
cultivo, tais como suplementação de algum 
nutriente ou infecção víral para produção de 
antígeno15. Este valor de µmax está 
relacionado com o tempo de duplicação celular, 
e os valores aferidos no presente trabalho 
foram; ensaio 1 = 37,47 h, 2 = 21,15 h e 3 = 
22,29 h. Os dados acima citados como um 
todo servem como subsídeo para a tomada de 
decisão em relação a utilização do cultivo das 
células vero para esse sistema.
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