UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MORFOLOGICAS

ALINE MARIE FERNANDES

Otimizacdo do cultivo de células-tronco embriondrias humanas
e corpos embriodides envolvendo sistemas agitados e esfingosina

1-fosfato como agente anti-apoptotico

TESE DE DOUTORADO

Agosto — 2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Aline Marie Fernandes

Otimizacdo do cultivo de células-tronco embriondrias humanas
e corpos embrioides envolvendo sistemas agitados e esfingosina

1-fosfato como agente anti-apoptotico

Tese de doutorado apresentada ao Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias
Morfologicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFRJ, como pré-requisito para a
obtenc¢do do grau de doutor em ciéncias.

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Neurogénese e Diferenciagao
Celular, do Instituto de Ciéncias Biomédicas — ICB/UFRJ, sob a orientagdao do professor
Stevens K. Rehen, com auxilios concedidos pela Coordenacao de Aperfeigoamento de
Pessoal de Nivel Superior — CAPES, Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
de Janeiro — FAPERJ, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

— CNPq e Ministério da Saude/DECIT.

Rio de Janeiro, 28 de agosto de 2009.

II



Aline Marie Fernandes

Otimizacdo do cultivo de células-tronco embriondrias humanas
e corpos embrioides envolvendo sistemas agitados e esfingosina

1-fosfato como agente anti-apoptotico

Tese de doutorado

Instituto de Ciéncias Biomédicas
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Morfologicas

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Aprovada por:

Prof.

Stevens K. Rehen - Orientador

Prof.

Maria Isabel Doria Rossi

Prof.

Lygia V. Pereira

Prof.

Marcelo E. Lamas

Rio de Janeiro, 28 de agosto de 2009.

III



FICHA CATALOGRAFICA

FERNANDES, Aline Marie

Otimizagdao do cultivo de células-tronco embrionarias humanas e corpos embridides
envolvendo sistemas agitados e esfingosina 1-fosfato como agente anti-apoptético. 104

Orientador: Stevens Kastrup Rehen
Tese (Doutorado em Ciéncias Morfoldgicas) — UFRJ — Instituto de Ciéncias
Biomédicas- Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Morfoldgicas, 2009

1. Células-tronco embrionarias humanas. 2. Esfingosina 1-fosfato. 3. Scale up. 4.
Biorreatores. I Rehen, S.K. II. Universidade Federal do Rio de Janeiro. Instituto
de Ciéncias Biomédicas. Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Morfoldgicas.
III Titulo.

v




DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a Thiago, minha mae e meu pai
Trés pessoas que movem minha vida

Sem eles, eu ndo seria quem sou,

nao estaria onde estou...

Amo voceés..obrigada por tudo!!



AGRADECIMENTOS

A Deus: pela fé de que no final, tudo da sempre certo.

Ao meu orientador Bitty: por ter me aceitado em seu laboratdrio de bragos abertos.
Muito obrigada pela confianga, excelente convivéncia, amizade e todos os
ensinamentos durante esses quatro anos. Este trabalho que realizamos ¢ um
presente que vocé me deu!!

Ao meu DOCINHO: amor da minha vida, vocé ¢ tudo pra mim... Por toda felicidade
que vocé me proporciona, por cuidar de mim com tanto carinho. Sempre ao meu
lado nas horas mais felizes e importantes e nas decisdes mais dificeis... AMO
MUITO VOCE!!!

Aos Meus Pais: minha inspiragdo, minha fortaleza. Presenca fundamental na minha
vida, vocés sdo exemplos de felicidade, amor e sucesso. Muito obrigada pelo
apoio que sempre me deram, por acreditarem em mim.

Ao Shadow: meu “doguinho”, meu filhote: amor incondicional, sempre feliz em me
ver, ndo importa a hora.

Aos meus irmios e sobrinhos lindos: mesmo a distancia, nunca deixaram de me
incentivar e vibrar com minhas conquistas. Obrigada pelo carinho de vocés.

Variguinho e Bisneto: nem preciso dizer: amigos pra sempre, “Sealgengui” te amo!

Paulo e Ré: amigos eternos. R€, alma iluminada. Sempre estard em meu coragdo.
Melhor amiga do mundo, obrigada pelo que passamos. Sentirei muitas saudades,
mas sei que estara sempre olhando e cuidando de mim das estrelas, onde vocé
deve estar...

Tamara: muito obrigada por tudo! Encontrei em vocé uma amizade que vai ficar pra
sempre. Obrigada pelo ombro, conselhos, risadas e ajudas imprescindiveis para
que as coisas dessem certo. E “nozes Ta”, SEMPRE! 24h juntas...

Mari e Bobby: amigas do cora¢do, minhas lipstickjungle. Companheiras pra toda hora:
Japa, biscoitinhos e irresistiveis cafezinhos pra vocés e todinho pra mim! Vocés
tornaram tudo mais facil e feliz. Adoro ves!!

Pri, Rafa e Bru: as alegrias do laboratério. Amigonas que posso confiar e contar
sempre. Espero que a gente tenha varios Buzios pra curtir!!! Esses quatro anos

juntas foram muito especiais.

VI



A todo pessoal do LANDIC: Isma, Nath, Keu, Paulo, Dani Cadilhe, Dani Furtado,
Dani Tait, Léo, Erlich, Yury, Bia e Fabio. Gragas a todos vocés, nosso cantinho ¢
o melhor do mundo! Salinha-banheiro com patina, s6 a gente mesmo.

Ao pessoal do meu quase segundo laboratorio: Mari Silveira, Rafa e Vinicius.
Obrigada pela ajuda num momento importante deste trabalho. Vocés sdo amigos
maravilhosos. E Rafa, desculpa as madrugadas.. mas valeu todo o trabalho!!

Aos professores Leda Castilho e Rafael Linden: obrigada por abrirem as portas dos
seus laboratdrios sempre que precisei.

Ao prof. Vivaldo Moura Neto: se ndo fosse por vocé€, nada disso teria acontecido. Vocé
foi a pessoa certa, no lugar certo na hora certa. Foi fundamental.

Gra, Lé, Ale e Ka: sempre junto, nem que seja no pensamento e no coragao. Algumas
muito longe outras mais pertinho, vocés sao as irmazinhas do meu coragao.

Vivian e Mari Secco: vocés duas sdo pessoas sensacionais que cruzaram meu caminho
e agradego por isso.

Lé, Marco e Luiza: segunda familia aqui no Rio. Obrigada por tudo, por toda atencdo e
carinho que sempre demonstraram.

Kitty, Bi, Cela e Vini: abrigo pra toda hora, familia pra toda hora.

VII



LISTA DE ABREVIATURAS

AFP: alfa feto proteina

AML: actina de musculo liso

Aniso: anisomicina

BSA: albumina bovina

Cer: ceramida

CHO: células de ovario de hamster

DAPI: 4,6 -diamino-2-fenil-lindol

DMEM/F12: Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient mixture Ham'’s F12
DMEM-KO: knockout- Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO: dimetil sufoxido

EBs: corpos embriodides

EDG: genes de diferenciagdo endotelial

EGF: fator de crescimento epidermal

FACs: citometria de fluxo

FGF-2: fator de crescimento de fibroblasto 2

HEFs: fibroblastos de prepucio humano

hES: células-tronco embriondrias humanas

HNA: antigeno nuclear humano

JNK: c-Jun N-terminal cinase

KLF2: fator do tipo Kriippel

KSR: knockout serum replacement

LIF: fator inibitério de leucemia

LPA: 4cido lisofosfatidico

MAPK: proteina cinase ativada por mitogeno

MCI: massa celular interna

MEF: fibroblastos embriondrios murinos

mES: células-tronco embriondrias murinas

NE-hES: neuroepitélio proveniente de células-tronco embrionarias humanas
PBS: Salina tamponada com fosfato

PDGEF: fator de crescimento derivado de plaquetas

PE: Ficoeritrina

PF: paraformaldeido

PI: iodeto de propideo

PLC: fosfolipase C

PLD: fosfolipase D

RA: 4cido retindico

RT-PCR: transcri¢ao reversa seguida de reagdo em cadeia da polimerase
S1P: esfingosina 1 fosfato

S1P1-5: receptores de esfingosina 1 fosfato 1-5

SFB: soro fetal bovino

Sph: esfingosina

Sphk: esfingosina kinase

TCA: 4cido tricloroacético

TGF-f: fator de crescimento transformador beta

TNF: fator de necrose tumoral

TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling

VIII



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Isolamento de células-tronco embriondrias a partir da massa celular interna
de blastocistos.

Figura 2 — Vias de sinalizagdo envolvidas na manuten¢dao da pluripotencialidade de
células-tronco embrionarias

Figura 3 - Morfologia de colonias de células-tronco embriondrias humanas
indiferenciadas (A) e diferenciadas (B).

Figura 4 - Morfologia das colonias de células-tronco embrionarias murinas
indiferenciadas e diferenciadas.

Figura S — Curso temporal de formacao de corpos embrioides.

Figura 6 — Aparecimento de cavitacao e inicio de diferenciacdo e regionalizagdo dos
folhetos embrionarios endoderme e ectoderme durante o desenvolvimento murino (A) e
formagao de EBs murino (B).

Figura 7 — Biorreator de 5 litros (A) e Spinner (prototipo de biorreator) de 125 mL (B).
Figura 8 — Estrutura quimica da esfingosina-1-fosfato (S1P).

Figura 9 — Acdes fisioldgicas celulares mediadas por esfingosina-1-fosfato (S1P) via
ativacao de receptores acoplados a proteinas G.

Figura 10 - Metodologia de passagem manual das células-tronco embrionarias
humanas.

Figura 11 — Numero de publicacdes relatando o uso das diferentes cepas de fibroblastos
embrionarios murinos (MEFs) para o cultivo das células-tronco embrionarias.

Figura 12 — Aspecto geral das culturas de MEFs inoculadas em diferentes
concentragdes apds 24h de cultivo. As células foram inoculadas em placas de 6 pocos
pré-tratadas com gelatina em diferentes concentragdes.

Figura 13 — Fotomicrografia de contraste de fase indicando a morfologia das colonias
de células-tronco embriondrias murinas (passagem 25) apos 3 dias em cultivo sobre
MEFs inativadas.

Figura 14 — Imunocitoquimica para marcadores de pluripotencialidade de mES apos 3
meses de cultivo sobre MEFs inativadas com mitomicina C (10pg/mL)

Figura 15 — PCR para detec¢ao dos genes marcadores de pluripotencialidade em
células-tronco embrionarias de camundongo em MEFs inativadas com mitomicina C

(10 pg/mL) apos 3 dias de cultura.

IX



Figura 16 — Fotomicrografia de corpos embridides formados a partir das células-tronco
embriondrias murinas apds 2 dias em suspensdo em meio-EB, na auséncia de MEFs.
Figura 17 — Diferenciacdo das mES nos trés folhetos embrionarios evidenciado por
imunocitoquimica.

Figura 18 — Diferenciagao de EBs em fen6tipo neural apos plaqueamento em superficie
aderente.

Figura 19 — Histologia do teratoma formado na regido ocular de camundongos apods
injecdo de mES ao final de 8 semanas.

Figura 20 - Fotomicrografia mostrando a morfologia da colonia de células-tronco
embriondrias humanas (HUES 3) apos 6 dias de cultivo.

Figura 21 - Fotomicrografia da morfologia da colonia de células-tronco embrionarias
humanas (HUES 1) apds uma semana de cultivo.

Figura 22 - Fotomicrografia em Hoffman de colonias de células-tronco embrionarias
humanas H9 cultivadas sobre MEFs inativadas.

Figura 23 — Andlise da morfologia e pluripotencialidade de colonias de BR1 cultivadas
em matrigel em meio mTeSR1.

Figura 24 — Fotomicrografia em Hoffman da colonia de BR1 cultivada em MEFs em
meio DMEM/F12 suplementado com 20% KSR e 8ng/mL de FGF-2.

Figura 25 — Fotomicrografia em contraste de fase para analise da migracgao celular de
EBs (H9) em placas aderentes.

Figura 26 — Analise da diferenciacdo das células-tronco embrionarias humanas para
progenitores neurais apos plaqueamento de EBs em meio neurobasal por 7 dias.

Figura 27 — Representagdo estrutural da anisomicina.

Figura 28 — Analise de morte celular e medida de area dos EBs apds 24h de tratamento
com SIP (1 puM) e anisomicina (I upg/mL). A-D) Microscopia confocal para
caracterizacdo de morte celular em EBs identificados pela técnica de TUNEL e E)
Quantificacdo da area dos EBs (umz)

Figura 29 — Analise por FACs de morte celular em EBs dissociados com TryplE™: (A)
Quantificacdo da morte celular (n=2) e (B) Representacdo da citometria de fluxo
indicando a protecao celular de S1P (1 uM) frente a morte basal (controle) e induzida
por anisomicina (1 pg/mL).

Figura 30 — Caracterizacdo da proliferacao celular em EBs tratados com S1P (1 uM) 1h
antes da adicao do inibidor de sintese de proteinas anisomicina (1 pg/mL), analisada

pela técnica de incorporacio de [*H]J- timidina (n=1).



Figura 31 - PCR quantitativo para expressao dos receptores S1P1-5 de S1P. A
avaliacdo indica auséncia de deteccdo do receptor SIPRS5 em EBs formados apos 7 dias
de cultivo.

Figura 32 - Expressao dos receptores S1P1-4 de S1P em EBs controle (), tratados
com S1P (1 uM) (M), anisomicina (1 pg/mL) (" ) e SIP 1 hora antes do estimulo com
anisomicina ('), avaliada por PCR quantitativo (n=1).

Figura 33 — Analise do envolvimento da via de sinalizagdo de ERK1/2 na morte celular
em EBs tratados com S1P (1 uM). A) Westernblot para fosforilagdo da ERK1/2; B)
Densitometria do westernblot para p- ERK1/2 (n=2).

LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Marcadores de pluripotencialidade de células-tronco embriondrias humanas

(hES) e murinas (mES).

XI



SUMARIO

RESUMO
ABSTRACT
INTRODUCAO
CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS HUMANAS
1) Historico
2) Definicao e morfologia de células-tronco embrionarias
2.1) Definicao e caracterizagao
2.2) Manutengao e morfologia
3) Formacao de corpos embriodides
3.1) Cavitagdo e morte celular
4) Utilizacao das células-tronco embrionarias humanas
em pesquisa e biotecnologia
5) Limitacoes associadas ao uso das células-tronco
embrionarias humanas
5.1) Escalonamento na produ¢ao de hES in vitro
5.2) Esfingosina 1-fosfato
OBJETIVOS
1) Geral
2) Especificos
METODOLOGIA
1) Células-tronco embrionarias
2) Animais utilizados para preparacao da feeder layer
3) Fibroblastos embrionarios murinos
3.1) Preparagdo da cultura de fibroblastos embrionarios murinos
3.2) Expansao dos fibroblastos embriondrios murinos
3.3) Tratamento das MEFs com mitomicina C
4) Cultura de células-tronco embrionarias murinas
4.1) Descongelamento e congelamento de células-tronco
embriondrias murinas
4.2) Passagem enzimatica de células-tronco

embrionarias murinas

XV

XVI

01
01
03
03
05
08
10

13

14
15
18

23
24

25
25
25
25
26
26
27

27

28

XII



4.3) Formagao de corpos embrididese inducao de diferenciagao

em fenotipo neural 28
5) Cultura de células-tronco embrionarias humanas 29

5.1) Descongelamento e congelamento de células-tronco

embrionarias humanas 29

5.2) Passagem enzimatica e manual de células-tronco

embrionarias humanas 30

5.3) Formagao de corpos embrididese indugdo de diferenciacao

em fenotipo neural 31

6) Analises da manutencio, diferenciacao e sobrevivéncia de

células-tronco embrionarias humanas e murinas 32
5.1) Imunocitoquimica 32
5.2) Citometria de fluxo (FACS) 32
5.3) Andlise do cariotipo das células-tronco embriondrias 33

5.4) Reacgao de polimerizagdo em cadeia

5.4.1) Transcricao reversa seguida de reagao em cadeia

da polimerase 34
5.4.2) PCR quantitativo 35
5.4.3) Extra¢do de acido ribonucléico 36
5.4.4) Sintese de DNA complementar 36
5.5) Deteccao de morte celular 37
5.5.1) Detecgdo de fragmentacdo de DNA — TUNEL 37
5.5.2) Citometria de fluxo — incorporagao de PI 38
5.6) Extracdo de proteinas e SDS-PAGE 38
5.7) Western Blotting 39
5.8) Analise de prolifera¢do por incorporacao de [*H]-Timidina 40
5.9) Analise estatistica 41
RESULTADOS E DISCUSSAO

1) Estabelecimento de protocolo para cultivo de
células-tronco embrionarias humanas 42

FERNANDES et al. (2009) Worldwide survey of published procedures

to culture human embryonic stem cells. (Submetido)

XIII



2) Estabelecimento da cultura primaria de fibroblastos
embrionarios murinos

3) Cultivo de células-tronco embrionarias murinas

4) Cultivo de células-tronco embrionarias humanas
em placas estaticas

5) Diferenciacio de células-tronco embrionarias humanas em
progenitores neurais

6) Cultivo de células-tronco embrionarias humanas em sistemas
agitados do tipo spinners

FERNANDES et al. (2009) Successful scale-up of human embryonic

stem cell production in a stirred microcarrier culture system,
Braz J Med Biol Res, 42(6)
7) Utiliza¢do da esfingosina 1-fosfato como agente protetor de
morte celular induzida por anisomicina em corpos embrioides
DISCUSSAO
CONCLUSAO
BIBLIOGRAFIA
ANEXO

43
45

51

56

58

59
67
76
78
88

XIvV



RESUMO

Células-tronco embriondrias humanas (hES) derivadas da massa celular interna
de blastocistos, caracterizam-se pela capacidade ilimitada de auto-renovagdo e
diferenciagdo em todos os tipos celulares. Sao essas propriedades que fazem das hES
importante ferramenta para o estudo da biologia do desenvolvimento, testes de eficacia
de novos farmacos in vitro e eventualmente terapia celular (Pouton and Haynes, 2007).

Revisdo de 51% da literatura sobre a manutencdo das hES indicou grande
variedade de protocolos utilizados (95 para uma mesma linhagem), o que dificulta a
comparagdo entre os resultados publicados por diferentes grupos de pesquisa. Desta
forma, iniciamos o trabalho estabelecendo condi¢des adequadas para o cultivo de hES
em nosso laboratério. Como resultado, obtivemos protocolo que pode ser utilizado em
diferentes linhagens de hES (HUES, H9 e BR1), as quais se mantiveram pluripotentes
apos longos periodos em cultura.

Apesar dos avancos obtidos nos tltimos 10 anos, existem obstaculos em relagao
ao uso de hES em testes clinicos: i) quantidade limitada de células obtida em placas
estaticas, visto que em muitos casos o numero de células devera ser equivalente a
10"/Kg/paciente; ii) sobrevivéncia inferior a 20% da populagio celular a ser
transplantada no caso de doencas neurodegererativas (Mountford, 2008, Oh and Choo,
2006). Por essas razdes, testamos a hipotese de que hES poderiam ser escalonadas em
sistemas agitados do tipo spinner, aderidas a microcarregadores. Obtivemos
concentragao final de 1,8x10° células/mL, representando aumento de ~30% em relagdo
ao cultivo em placas estaticas com custos reduzidos pela metade. Quanto ao aumento da
sobrevivéncia celular, foi utilizada esfingosina 1-fosfato (S1P) como agente protetor.
Nossos dados indicaram protegdo de 50% sobre insulto com anisomicina. Tanto o
tamanho dos EBs quanto a proliferagdo foi significativamente maior nos grupos tratados
com SI1P. Andlise dos receptores de SIP nas células pré-diferenciadas indicou a
presenca de quatro dos cinco receptores de S1P com aumento significativo de expressao
do receptor SIPRI nos grupos tratados com anisomicina € anisomicina + tratamento
prévio de S1P (4 e 8 vezes maior, respectivamente). A ativacdo da via ERK 2 parece
ser o alvo do S1P nos corpos embrioides.

Esta tese contribuiu ndo s6 para o estabelecimento do cultivo das hES em
sistemas agitados, mas também sugere o uso de S1P como agente protetor contra morte
celular em corpos embridides, o qual poderd ser usado em estratégias envolvendo a
aplicacdo de terapia celular em doencas degenerativas.
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ABSTRACT

Human embryonic stem (hES) cells have unlimited capacity of self-renewal and
the ability to differentiate into all cell types. The interest in hES keeps growing, mainly
because of their potential role in cell therapy, regenerative medicine and also of great
interest for the drug industry (Pouton and Haynes, 2007).

First we conducted an extensive analysis 51% of the total published about
human embryonic stem cells culture protocols developed worldwide that showed so
many different possibilities (95 protocols to culture onde linage) wich difficult future
comparisons, especially when concerns to pre and clinical trials. As our first goal, we
developed a protocol that works to different lineages of hES (HUES, H9 and BR1),
keeping them pluripotent after long period in culture.

In spite of all advances in hES filed during the last 10 years, there are some
obstacles until hES uses in cell terapy: i) hES cell concentrations: in some cases we
have to achive 10"/Kg/patient, ii) cell survival: only 20% of cells survive after
transplant (Mountford, 2008, Oh and Choo, 2006). Because of this issues, we testes the
hypotesis tha hES could be scale-up in agitated system such as spinner, adhered on
microcarriers. Our result showed that we increase 30% cell concentration in spinner
culture compared to static culture, achiving final concentration 1,8x10° células/mL. To
increase cell survival, we used sphingosine 1-phosphate (S1P) to prevent cell death. Our
data indicated that S1P reduce cell death 50% when compared to the anisomycin insult.
EBs size and cell proliferation where increase significatively in all groups treated with
S1P. Analysis of S1P receptors reveled that four in five receptors were expressed in pré-
differentiates cellsand that SIPR1 has significatively increased its levels in anisomycin
and SIP plus anisomycin groups (4 and 8 fold increse, respectively). Through the
pathway mecanism analysis we coulod observed that activation of ERK 1/2 pathway
seems to be the target of S1P.

This works contributed not only to stabilish hES culture in static and agitated
systems but also open a new field for the use of SIP as anti-apoptotic agent. In the
future, these strategies could be use in cell therapy and degenerative diseases.
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INTRODUCAOQO

CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS HUMANAS

1) HISTORICO

Células-tronco embrionarias humanas despertam interesse pela possibilidade de
utilizacdo em terapias celulares, tecnologias em screening de drogas, diagndsticos in
vitro assim como estudos da biologia do desenvolvimento (McDevitt and Palecek,
2008).

Em 1964, a pluripotencialidade das células de carcinoma embrionario foi
descrita por Kleinsmith e Pierce (Kleinsmith and Pierce, 1964). Os autores
demonstraram que a inje¢do de células derivadas desse carcinoma era capaz de se
desenvolver e diferenciar em tecidos de camundongos adultos. Tais células
assemelhavam-se as células da massa celular interna do blastocisto de camundongos em
relagdo a antigenos de superficie e composi¢ao bioquimica (Artzt et al., 1973) e, quando
introduzidas em embrides, participavam da embriogénese e formagao de tecidos do
embrido (Brinster, 1974).

As primeiras células-tronco pluripotentes foram isoladas a partir de carcinoma
embrionario de camundongo (Martin and Evans, 1975), tumores de gonadas que, além
de células indiferenciadas, conttm uma mistura de tipos celulares dos trés folhetos
embrionarios (Friel et al., 2005). Em cultura, estas células crescem continuamente sobre
uma monocamada alimentadora de fibroblastos embriondrios murinos (MEFs)
inativados, resultando numa linhagem capaz de se diferenciar em células do endoderma,

mesoderma e ectoderma.



Células de carcinoma possuem nimero de cromossomos variados, o que
dificultaria a formacao de quimeras ou a diferenciacao in vitro (Martin, 1980, Chambers
and Smith, 2004). Com o intuito de se criar células pluripotentes ndo tumorais, foram
isoladas as primeiras células-tronco embrionarias de camundongo (mES) (Martin, 1981,
Evans and Kaufman, 1981) a partir da massa celular interna (MCI) de blastocistos
(revisto por Moon et al., 2006), 3 dias apds a formagdo do zigoto (Figura 1). A massa
celular interna era separada do restante do blastocisto por imunocirurgia, técnica que
destréi o trofoblasto pela ligagdo com anticorpos especificos mantendo a MCI intacta.
Apds expansdo, as células da MCI eram replaqueadas em nova camada de células

alimentadoras (feeder layer) (Friel et al., 2005).

% Fibroblasto embrionério
l \// murino inativado

-~ -

Massa celular interna %

/' Mesoderme

Células-tronco embrionarias
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Figura 1 - Isolamento de células-tronco embriondrias a partir da massa celular interna
de blastocistos (Hoffman and Carpenter, 2005). Por serem pluripotentes, as células-
tronco embrionarias cultivadas indiferenciadas sobre uma monocamada alimentadora de
fibroblastos embrionarios murinos, podem gerar células dos trés folhetos embrionarios:
mesoderma, ectoderma e endoderma.



De forma semelhante, o estudo com células embrionarias humanas também teve
inicio com células de carcinoma, sendo uma das mais estudadas a linhagem TERA2,
isolada nos anos 70 (Fogh and Trempe, 1975). A partir do cultivo dessas células, foi
possivel identificar marcadores especificos de pluripotencialidade humana, assim como
caracteristicas exclusivas, ndo compartilhadas com células murinas (Andrews, 2002).

Em 1998, células-tronco embrionarias provenientes de um blastocisto humano
de 5-7 dias pos-fertilizacdo foram obtidas pela primeira vez (Thomson et al., 1998). A
mesma metodologia utilizada para o isolamento das células-tronco embrionarias
murinas foi usada nessa derivacdo. Atualmente, as hES vém sendo isoladas sem a

utilizagdo da imunocirurgia (Unger et al., 2008).

2) DEFINICAO E MORFOLOGIA DE CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS
2.1) DEFINICAO E CARACTERIZACAO

Para se definir células-tronco embrionarias, pelo menos duas propriedades sao
consideradas: a) capacidade ilimitada de auto-renovacdo e b) habilidade de se
diferenciar em mais de um tipo celular in vitro ou in vivo, dando origem a células de
mais de um folheto embrionario. Essas propriedades as fazem distintas de células
progenitoras, provenientes de células-tronco e com capacidade limitada de auto-
renovagao (Draper and Fox, 2003).

Linhagens de hES sdo caracterizadas por altos niveis de atividade da enzima
telomerase e pela expressdo de antigenos de superficie caracteristicos, incluindo SSEA-
3, SSEA-4 (stage-specific —embryonic antigen-3,4), TRA-1-60, TRA-1-81
(proteoglicanos de keratan sulfato) e fosfatase alcalina. As hES ndo apresentam SSEA-
1, tipico marcador de célula-tronco embrionaria de camundongo (Mountford, 2008). A

expressdo de fatores de transcricdo especificos também ¢ utilizada para caracterizar



essas células. O fator de transcricdo Oct-4, membro da familia POU 5, é expresso em

populacdes de células pluripotentes incluindo células embrionarias nos estagios iniciais

de desenvolvimento, blastomeros e células germinativas. Existem ainda outros genes

com a fun¢do de manter a pluripotencialidade, tais como: CRIPTO/TDGF-1, THY-1,

FGF 4, REX 1/ZFP42, SOX2 ¢ NANOG (Bodnar et al., 2004). A tabela 1 descreve

diferencas entre células-tronco embrionarias de camundongo e humanas em relagdo a

marcadores de pluripotencialidade (Rao, 2004, Badcock et al., 1999, Qiu et al., 2008,

Brimble et al., 2007).

Tabela 1- Marcadores de pluripotencialidade de células-tronco embrionarias humanas

(hES) e murinas (mES).

Marcadores de pluripotencialidade

Descricao

Fosfatase alcalina

Presente tanto em mES quanto em hES

Antigeno de superficie expresso nas mES que reconhece

SSEA -1 epitopos de glicolipideos
Antigeno de superficie expresso nas hES que reconhece os
SSEA -3 epitopos de glicolipideos GL-5 e GL-7
Antigeno de superficie expresso nas hES que reconhece o
SSEA -4 epitopo de glicolipideos GL-7
Antigeno que reconhece um proteoglicano de keratan sulfato
TRA -1-60 .
na superficie celular de hES
Antigeno que reconhece um proteoglicano de keratan sulfato
TRA -1-81 )
na superficie celular de hES
Gene conservado expresso tanto por mES quanto por hES,
OCT 3/4
fator de transcrigdo membro da familia POUSF1
SOX.2 Gene conservado expresso tanto por mES quanto por hES, que
pode formar dimero com OCT 3/4
Fator de transcri¢ao altamente expresso em mES e hES que
NANOG

atua em conjunto com outros fatores como POUS e SOX-2




2.2) MANUTENCAO E MORFOLOGIA

Células-tronco embriondrias sdo cultivadas geralmente em placas estaticas, sobre
uma superficie aderente, tal como, uma feeder layer de fibroblastos embriondrios
murinos (MEFs), fibroblastos de prepticio humano (HEFs) ou matrigel (uma matriz
derivada de sarcoma murino, composto principalmente por laminina, coldgeno IV e
proteoglicano de heparan sulfato) (Ellerstrom et al., 2006). Para o co-cultivo com as
células-tronco embrionarias, a monocamada de fibroblastos embrionarios sao
mitoticamente inativadas, por irradiagdo ou tratamento com mitomocina C (Bodnar et
al., 2004). Assim, sua proliferagdo ¢ interrompida, passando essas células a atuar apenas
como matriz organizada, estabilizando e secretando fatores importantes (Xu et al., 2001,
Lim and Bodnar, 2002).

Originalmente células-tronco embrionarias humanas eram cultivadas na presenca
de LIF (Leukemia Inhibitory Factor), conforme protocolo descrito para células-tronco
embrionarias murinas. LIF (Smith et al., 1988, Williams et al., 1988) ¢ membro da
familia das interleucinas-6 (IL-6), que age através dos receptores especificos LIFP e
gp130 pela ativagdo da via JAK/STAT3, como mostra a figura 2A (Levenstein et al.,
2006). E o principal fator utilizado para manter mES indiferenciadas, sendo liberado
pelos fibroblastos embrionarios murinos (MEFs). Mais tarde, houve a substitui¢do do
LIF por FGF2 — Fibroblast Growth Factor 2 (Amit et al., 2000), uma vez que o LIF ndo
era capaz de manter as células-tronco embriondrias humanas indiferenciadas. A ativagao
dos receptores de FGF-2 envolve dois ligantes principais, o FGF-2 e proteoglicanos de
heparan sulfato, onde a cooperagdo entre esses dois componentes leva a fosforilagao de
tirosinas e ativagdo principalmente da via de sinalizagdo celular mediada por ERK1/2

(Figura 2B) (Dvorak and Hampl, 2005).
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Figura 2 — Vias de sinalizacdo envolvidas na manuten¢do da pluripotencialidade de
células-tronco embrionarias: A) Ativacdo da via de JAK/STATS3 através da ligagdo de
LIF em seus receptores especificos na manuten¢do da pluripotencialidade das mES e B)
Ativacdo da via de ERK1/2 através da ligacdo de FGF-2 em seus receptores especificos
na manutencao da pluripotencialidade das hES.

Mesmo em condigdes consideradas 6timas de cultivo, pequenas porgdes de hES
se diferenciam espontaneamente e aleatoriamente o que revela a existéncia de controle
epigenéticos relacionado a pluripotencialidade (Loring and Rao, 2006). A Figura 3
ilustra exemplos de coldnias de células-tronco embriondrias humanas ndo diferenciadas
e diferenciadas e a Figura 4, a morfologia das células-tronco embrionarias murinas

indiferenciadas e diferenciadas.
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Figura 3 — Morfologia de colonias de células-tronco embrionarias humanas. A) Colonia
indiferenciada com a borda bem definida; B) Colonia com inicio de diferenciagdo onde,
na periferia, ha perda de defini¢cdo na borda (seta vermelha) sendo que algumas células
parecem maiores (seta amarela), podendo apresentar também formato de células
cubdides. Fotomicrografia adaptada de Heins et al., 2004.

Figura 4 - Morfologia de colonias de células-tronco embrionarias murinas
indiferenciadas e diferenciadas. Colonia nao diferenciada, com borda bem definida (seta
vermelha); Colonia diferenciada: escurecimento em parte da colonia e com perda da
definicdo da borda da colonia, ficando mais opaca (setas amarelas). Barra de calibragdo
50um. Fotomicrografia adaptada de Qin et al., 2009.



E importante que as células-tronco embrionarias mantenham suas caracteristicas
genéticas em cultura (Hoffman and Carpenter, 2005). A aneuploidia, fendmeno
caracterizado pela perda ou ganho de cromossomos, gera instabilidade e altera o padrdo
de expressao génica em diversos tipos celulares (Kaushal et al., 2003). A aneuploidia ja
foi descrita e caracterizada em células-tronco embriondrias humanas pelo ganho de
cromossomos ¢ translocagdes (Draper et al., 2004, Pera, 2004, Rosler et al., 2004). Nao
ha, entretanto, consenso sobre as caracteristicas de tal instabilidade genética. Para
alguns grupos a principal alteracdo cromossomica observada foi a trissomia para os
cromossomos 12 e 17. Outros pesquisadores observaram um ganho especifico do
cromossomo 20 nas mesmas linhagens e ainda ha relatos de linhagens estaveis
utilizando-se metodologia de cultivo idéntica (Thomson et al., 1998, Amit et al., 2000,
Reubinoff et al., 2000, Xu et al., 2001, Rosler et al., 2004, Draper et al., 2004). Existem
relatos mostrando que as mES também apresentam altas taxas de aneuploidia (Liu et al.,
1997, Longo et al., 1997, Rebuzzini et al., 2008). Por outro lado, a literatura mostra que
as cé¢lulas-tronco embriondrias murinas conseguem manter a estabilidade do telomero
apos longos periodos de cultivo, o que diminuiria a probabilidade de geracdo de

aneuploidia (Ginis et al., 2004).

3) FORMACAO DE CORPOS EMBRIOIDES

Quando a feeder layer e os fatores essenciais para a manuten¢do do estado
indiferenciado das células-tronco embrionarias sdo retirados e as células sdo cultivadas
em suspensdo, em placas ndo aderentes, formam-se estruturas esféricas chamadas
corpos embridides (EBs) (Conley et al., 2004). Tanto hES quanto mES tém a
capacidade de se diferenciar pela formacdo dos EBs que, em vdrios aspectos,

recapitulam o inicio do desenvolvimento embriondrio, devido a diferenciagdo



espontdnea e formacdo dos trés folhetos embriondrios: ectoderma, mesoderma e
endoderma (Khoo et al., 2005).

A formacao dos corpos embridides in vitro pode ser obtida pela privacao de
FGF-2 (para hES) ou LIF (para mES) em conjunto com a retirada das fedeer layers,
mantendo as células em suspensdo em placas ndo aderentes (Kurosawa, 2007). Nessa
metodologia, ndo ha controle sobre o nimero de células em cada EB bem como
tamanho e quantidade de EBs formados. Os corpos embridides crescem “livres” em
placas ndo aderentes, resultando em EBs heterogéneos (Wartenberg et al., 1998). Na
tentativa de promover crescimento homogéneo, protocolos alternativos foram
desenvolvidos, como por exemplo: i) agitacdo das placas ndo aderentes, (Zweigerdt et
al., 2003); i) hanging drop, que utiliza nimero constante de células por gota pendente
(Hopfl et al., 2004); iii) placas, principalmente as de 96 pocos com fundo redondo,
tratadas para reducdo da aderéncia (Kurosawa, 2007) e iv) utilizacdo de meio semi-
solido de metilcelulose (Kurosawa, 2007).

Inicialmente EBs sdo estruturas densas e compactas de células. Apos 2 a 4 dias,
a endoderma se forma na superficie dos EBs. Com o passar do tempo, os EBs come¢cam
a apresentar uma cavitagdo central levando ao actimulo de fluidos, formando estruturas
cisticas, chamados EBs maduros (Itskovitz-Eldor et al., 2000). Quanto mais tempo os
EBs permanecerem em cultura, mais especializadas as células serdo, podendo dar
origem inclusive a neurdnios, células produtoras de insulina e células hematopoiéticas
(Khoo et al., 2005). A figura 5 mostra o curso temporal de formacao de EBs (Kurosawa,

2007).
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Figura 5 — Curso temporal de formagdo dos EBs. Podemos observar o inicio de
agregacdo em 24h, levando a formagdo de estruturas densas em 72h. A seta amarela
indica cavitagdo iniciada no interior de EB, apresentando escurecimento da area devido
a morte celular ap6s 94h de cultivo (adaptada do artigo de Hiroshi Kurosawa, 2007).
3.1) CAVITACAO E MORTE CELULAR

A cavitagdo de agregados celulares esta intimamente relacionada a embriogénese
normal e recapitula inclusive o processo de especializacio em trés folhetos
embrionarios. Por esta razdo, a formagdo dos EBs, provenientes tanto de carcinoma
embrionario quanto de células-tronco embriondrias, tem sido adotada como modelo para
estudos relacionados a morte ¢ diferenciagdo celular associadas ao desenvolvimento
(Murray and Edgar, 2000). Podemos observar, na comparagdo entre embriogénese
murina in utero e formacao de EBs provenientes de células-tronco embrionarias murinas
(Figura 6), uma grande similaridade dos eventos, tanto no aparecimento de cavitagao

quanto no inicio da diferenciacao e regionalizacao de tecidos especificos (endoderme e

ectoderme).
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Figura 6 — Aparecimento de cavitacao e inicio de diferenciacdo e regionalizagdo dos
folhetos embrionarios endoderma e ectoderma durante o desenvolvimento murino (A) e
formagdo de EBs murino (B). Figura adaptada de Coucouvanis and Martin, 1995.

Na ultima década foi demonstrado que a apoptose ¢ fundamental para que a
cavitagdo de EBs ocorra (Coucouvanis and Martin, 1995), mas ndo se pode descartar o
possivel envolvimento de necrose nesse processo (Boyd et al., 1984).

A apoptose ¢ um processo natural e essencial para manter a integridade dos
tecidos. Em tecidos normais, células que ndo sdo mais necessarias degeneram
naturalmente (Kataoka and Tsuruo, 1996). A apoptose foi descrita pela primeira vez por
Kerr e colaboradores em 1972 (Kerr et al., 1972). E um processo regulado e qualquer
alteracdo nessa regulacdo resulta em condi¢des patoldgicas, tais como o
desenvolvimento de doengas auto-imunes, neurodegeneracdo e cancer (Thompson,
1995). E um fenémeno que envolve fragmentagdo de DNA, condensagio citoplasmatica
e da cromatina, picnose nuclear, colapso do citoesqueleto e das membranas celulares,

resultando na formagdo de corpos apoptoticos e destruicdo da célula. Os corpos
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apoptoticos sdo fagocitados por macrofagos e células vizinhas, evitando a resposta
inflamatoria do tecido ao redor (Jin and El-Deiry, 2005).

Em mamiferos, existem duas formas de ativacdo das vias apoptoticas, que
podem disparar respostas por vias extrinsecas, envolvendo receptores de morte celular,
ou vias intrinsecas, que envolvem a mitocondria (Jin and El-Deiry, 2005). Na via
extrinseca, ocorre ativacdo de receptores, como Fas (CD95), TNF (tumor necrosis
factor) ou TRAIL, que desencadeiam uma cascata de eventos celulares, resultando em
apoptose. A via de caspases €, aparentemente, a principal via induzida na morte celular
extrinseca (Zimmermann and Green, 2001). Caspases diferentes sdo expressas nas
células, sendo que a caspase-3 ¢ freqiientemente envolvida nas respostas a apoptose. As
caspases permanecem no citosol em sua forma inativa e, em geral, para que ocorra sua
ativacdo, deve haver sua clivagem. Essa clivagem deixa a enzima em sua forma ativa,
que pode agir sobre substratos importantes para a resposta apoptotica (Stennicke and
Salvesen, 1998). Ja na via intrinseca, a participacdo da mitocondria ¢ fundamental para
a resposta e a apoptose ¢ iniciada dentro da célula (Jin and El-Deiry, 2005). O evento
principal de desestabilizagdo da membrana mitocondrial pode ocorrer apos diversos
estimulos, tais como: privacao de fatores de crescimento, alteragcdo no influxo de Ca2+,
irradiacdo ultravioleta e tratamento com quimioterapicos. Essa diferenca na
permeabilizacdo da membrana da mitocondria € regulada principalmente por membros
da familia Bcl-2, que podem ser anti-apoptéticos (Bcl-2, Bel-xL, Bcel-w, entre outros)
ou pro-apoptoticos (Bax, Bad, Bid, entre outros) (Green and Kroemer, 2004).

A sintese de proteinas estd envolvida tanto na inducdo da morte celular como
pode ser conseqiiéncia desse processo. Quando ha quebra de RNA, silenciamento da
traducdo por tratamento com antibidticos ou infeccdo por diferentes patdogenos a sintese

protéica ¢ inibida desencadeando processos apoptoticos (Shimazu et al., 2007). Por
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outro lado, uma vez o processo de morte celular iniciado, a velocidade da taxa de
sintese de proteinas ¢ bastante diminuida (Clemens et al., 2000). H4 uma intensa
alteracdo na maquinaria de sintese protéica envolvendo clivagem de caspases e
degradacdo de mudanca no estado de associagdo das proteinas (Bushell et al., 2000).
Muitas doencas estdo relacionadas ao desbalango de morte celular. A resisténcia
a apoptose ¢ um dos principais fatores que leva ao aparecimento de cancer (Hanahan
and Weinberg, 2000). Tumores adquirem resisténcia a apoptose através de diferentes
estratégias, como perda da funcdo de proteinas pro-apoptoticas (Bax, Bad, Bid, entre
outros) ou modificacdo nos receptores envolvidos com as vias de morte (Fas, TNF ou
TRAIL) (de Bruin and Medema, 2008). Desregulacdo da apoptose também esta
associada ao aparecimento de doencas autoimunes (Lleo et al., 2008), derrames,
infartos, insuficiéncia hepatica entre outras patologias. Em doencas degenerativas, a
morte celular acontece de maneira lenta e gradativa. Neste caso, com a progressdo da
doenga, a sobrevivéncia e acimulo de células anormais no tecido podem gerar a

formacgao de tumores e até doencgas autoimunes (Fischer and Schulze-Osthoff, 2005).

4) UTILIZACAO DAS CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS HUMANAS EM
PESQUISA E BIOTECNOLOGIA

As células-tronco embrionarias humanas representam ferramenta importante no
que diz respeito a terapia celular por ter a possibilidade de gerar todos os tipos de
células de um organismo adulto, além da ilimitada capacidade de auto- renovagdo
(Mountford, 2008). E descrito na literatura que as hES tém grande chance de tratar
doencas como esclerose multipla, diabetes e doenca de Parkinson, por ser capaz de
produzir populagdes celulares tecido-especificos, dificilmente obtidas de outras fontes

(Trounson, 2006, Zeng et al., 2004, D'Amour et al., 2006, Mountford, 2008).
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Além da utilizagdo das hES em terapia celular, existe a expectativa para sua
aplicacdo no screening de novos farmacos. Os ensaios de toxicidade e especificidade de
novas substancias atualmente sdo realizados em células animais (células CHO, células
de ovario de hamster) ou em linhagens humanas imortalizadas (HEK 293, provenientes
de rim humano) (Cezar, 2007). Por serem humanas e devido a capacidade de gerar
qualquer tipo celular, os resultados da a¢do de farmacos, utilizando células
principalmente tecido-especificas, se tornariam mais fidedignos (Jensen et al., 2009). As
hES podem também ser utilizadas em testes toxicoldgicos e teratogénicos de compostos
quimicos ou farmacéuticos que afetam embrides durante a gravidez. Testes em tipos
celulares especificos derivados de corpos embridides, podem ainda indicar o potencial

embriotdxico de diferentes compostos (Peters et al., 2008).

5) LIMITACOES ASSOCIADAS AO USO DAS CELULAS-TRONCO
EMBRIONARIAS HUMANAS

Algumas das limitagdes das células-tronco embrionarias humanas nas areas
mencionadas acima estdo relacionadas a pouca quantidade de células obtidas em
placas/frascos T estaticos por fracdo de tempo e sua baixa sobrevivéncia pds-transplante
(Mountford, 2008). Na doenca de Parkinson, por exemplo, onde hé perda de neuronios
dopaminérgicos, o maximo de células sobreviventes pos transplante em animais nao
ultrapassa 20% (Li et al., 2008). Atualmente, transplantes em humanos com células-
tronco adultas provenientes de corddo umbilical, para varios tipos de leucemia, utilizam
~ 2.5 x107 células totais/Kg do paciente (Cohen and Nagler, 2004, Terakura et al.,
2007). Em estudo de high throughput para screening de 1.600 compostos, Jones e
colaboradores utilizaram a concentragdo de 2x10° células/pogo da placa de 384 pogos,

ou seja, ~7,7x107 células para o experimento (Jones et al., 2007). Esses nameros
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indicam a necessidade de se desenvolver novas estratégias para aumentar tanto o
nimero de células geradas em cultura para que sejam compativeis com concentragdes
usadas em ensaios de high throughput e ensaios clinicos assim como garantir maior

sobrevivéncia das células apds o transplante.

5.1) ESCALONAMENTO NA PRODUCAO DE hES IN VITRO

A expansdo das células-tronco embriondrias humanas aderentes em placas ou
frascos T estaticos demora longos periodos de tempo, devido a necessidade da
utilizagdo de varias placas/frascos T para seu cultivo (estimativa de trabalho com 16
placas de 9cm’ para obtencio de 10° células apds 8 semanas). Além disso, a
manipulacdo de grandes quantidades de placas, necessarias pra se alcangar
concentragdes celulares compativeis com testes clinicos ou high throughput de novos
farmacos, torna o cultivo mais suscetivel a contaminagdes e heterogeneidade (Thomson,
2007, Fok and Zandstra, 2005). Por outro lado, sistemas de cultivo em frascos agitados,
como biorreatores do tipo RCCS™ usados por Chen e colaboradores (Chen et al.,
20006), e frascos tipo spinners, empregados por Fok e Zandstra (Fok and Zandstra,
2005), representam avanco no cultivo quando comparados a sistemas estaticos. O
cultivo em sistemas bi-dimensionais agitados, como biorreatores, ¢ considerado o
estado-da-arte para a cultura de células, visto que o ambiente ¢ controlado, propiciando
cultivos mais homogéneos, com menos estresse celular, podendo evitar diferenciagdo
ndo programada (Fok and Zandstra, 2005, Schop et al., 2008).

Biorreatores (Figura 7) sdo frascos geralmente agitados que propiciam um
ambiente altamente controlado através de sensores que medem pH, temperatura, CO,,
oxigénio, etc. durante todo o processo de cultivo celular. S3o utilizados em uma

variedade de bioprocessos, incluindo cultura de células, produgdo de proteinas e virus
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(Martin et al., 2004). Existem diferentes tipos de reatores sugeridos para cultura de
células animais (Varley and Birch, 1999). Apesar dos biorreatores do tipo onda terem
seu sistema validado pelo fabricante (as bolsas vem de fabrica estéril e descartavel) e os
do tipo air-flit apresentarem elevada razdo altura/didmetro, ambos tém seu
escalonamento limitado (volumes até¢ 500L e 5000L, respectivamente). Tanques
agitados s3o um dos mais usados na industria biotecnoldgica quando o produto oriundo
das células ¢ a parte de interesse, podendo chegar a volumes de at¢ 20.000 L em seu
escalonamento (Moraes et al., 2007).

No que se refere a expansdo de células-tronco embrionarias pouco foi descrito a
respeito do seu escalonamento em biorreatores. Dang e colaboradores (Dang et al.,
2002, Dang et al., 2004) relataram dificuldades de escalonamento devido a grande
aglomeragdo celular durante o cultivo de mES em spinners. Além disso, foi observada
perda da pluripotencialidade seguida de diferenciagdo espontanea, levando a uma
diminui¢do na proliferacdo celular no sistema utilizado por esses autores. Por outro
lado, trabalhos com células-tronco neurais (Kallos et al., 2003) ou corpos embriodides
formados a partir de hES (Gerecht-Nir et al., 2004) indicaram potencial de cultivo em
suspensdo. Yirme e colaboradores descreveram resultados sobre a formagdo,
propagacdo e diferenciacdo de EBs provenientes de hES, obtendo 1,7 mais EBs
formados quando comparados com placas estaticas sendo que a viabilidade das células

permaneceu em ~80% (Yirme et al., 2008).
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Figura 7 — Biorreator de 5 litros (A) e Spinner de 125 mL (B), um prototipo de
biorreator.

A maior dificuldade em se cultivar células aderentes em sistemas agitados estéa
na necessidade de uma superficie de adesdo para seu crescimento (Oh and Choo,
2006b). Neste contexto, microcarregadores apareceram na literatura como alternativa de
superficie de adesdo (van Wezel, 1967), sendo utilizados para o cultivo de diversos
tipos celulares, incluindo: condroprogenitores e células-tronco mesenquimais (Melero-
Martin et al.,, 2006, Schop et al., 2008). Recentemente, dois grupos de pesquisa
indicaram ser eficiente o uso de microcarregadores para o cultivo de células-tronco
embriondrias murinas, atingindo concentracdes da ordem de 3 milhdes de células por
mililitro apds 8 dias de cultivo in vitro (Abranches et al., 2007, Fernandes et al., 2007).
Até entdo, nenhum trabalho havia demonstrado o cultivo das células-tronco
embrionarias humanas em microcarregadores (Phillips et al., 2008b).

O desafio atual estd em cultivar hES em sistemas agitados, como por exemplo,
em spinners aderidas a microcarregadores sem pré-tratamento com matriz ou recobertos

com MEFs, minimizando os custos e/ou comprometimento na separagdo das células dos
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microcarregadores. E muito importante que as células sejam retiradas dos
microcarregadores com maior rendimento, de modo que sua utilizacdo em dareas

biotecnoldgicas e terapia celular sejam possiveis.

5.2) ESFINGOSINA 1-FOSFATO (S1P)

Esfingolipidios sdo componentes bastante abundantes na membrana plasmatica
das células eucariontes (Tani et al., 2007). Suas fungdes incluem a regulacdo de vias de
transducdo, e a mediacdo de interagdes célula-célula (Degroote et al., 2004, Futerman
and Hannun, 2004). Esfingolipidios formam uma familia de lipidios de membrana cuja
estrutura ¢ formana por uma cadeia de base longa esfendide, como por exemplo, a
esfingosina, ceramida 1-fosfato, glicosilceramida entre outros (Hannun and Obeid,
2008). A esfingosina foi o primeiro lipideo bioativo a ser isolado e caracterizado pelo
patologista alemdo Johann L. W. Thudichum (Spillane, 1974). E um 4cido graxo ligado
a uma amida de cadeia com tamanho variavel (geralmente longa ou muito longa) e um
grupo polar que pode ser hidroxila para compor a ceramida, fosforilcolina para
esfingomielina e residuos de carboidratos para glicosfingolipidios (Spiegel and
Kolesnick, 2002).

Durante a ultima década, os metabolitos dos esfingolipidios, tais como ceramida
(Cer), esfingosina (Sph) e esfingosina 1-fosfato (S1P), foram descritos como uma classe
biomoduladora de uma série de eventos celulares. A Cer estd envolvida em arresto do
ciclo celular, diferenciacdo e apoptose. A Sph, produto da ceramida, também ¢é capaz de
promover apoptose. Em contraste, o S1P, produzido pela fosforilagdo da esfingosina,
uma reacgdo catalisada pela esfingosina kinase (Sphk), esta relacionado a sobrevivéncia,
assim como a ceramida 1-fosfato, além de processos bioldgicos como proliferacio e

diferenciagdo celular (Melendez, 2008).
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S1P (Figura 8) pode ser secretado pela maioria das células, sendo que as
plaquetas o secretam em grande quantidade (0,211% mol de S1P/fosfolipidio total)
(Yatomi et al.,, 2001). O SI1P também pode ser produzido por duas isoformas de
esfingosinas kinases (SphK1 e SphK2), caracterizadas pela transferéncia do grupo
fosfato do ATP para a hidroxila da esfingosina, coluna principal da maioria dos
esfingolipidios (Milstien et al., 2007). Presente na maioria dos organismos, incluindo
fungos, plantas, leveduras, vermes, insetos e mamiferos, S1P tem sido implicado em
uma variedade de fungdes fisiologicas, em particular proliferagdo e sobrevivéncia
celular, morfogénese, migracdo e quimiotaxia, contato célula-célula e adesdo celular,
homeostase de calcio e angiogénese (Alemany et al., 2007), podendo ser secretado e
agir de forma autdcrina ou paracrina em seus receptores (Alvarez et al., 2007).
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Figura 8 — Via de sintese do S1P. A esfingomielina ¢ hidrolisada por esfingomielinase
para formacdo da ceramida. Esta por sua vez, ¢ metabolizada por ceramidases para
formacgao da esfingosina ou pode ser fosforilada por ceramida kinases para sintese de
ceramida 1-fosfato. Através da fosforilagdo de esfingosina por SphK a esfingosina 1-
fosfato ¢ sintetizada podendo voltar na rota de sintese a formar a esfingosina através da
acao de esfingosina 1-fosfatases. Figura adaptada de Melendez, 2008.
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Apesar de poder atuar como segundo mensageiro através de ligagdes especificas
com proteinas intracelulares, as fun¢des de S1P normalmente sdo associadas a ativagdo
de cinco receptores de membrana diferentes (Tani et al., 2007). Os receptores
denominados S1P1, S1P2, S1P3, S1P4 e SI1P5 (correspondendo aos genes de
diferenciag¢do endotelial EDGI, 5, 3, 6 e 8, respectivamente) sdo acoplados a proteinas
G e sua acdo, desencadeada por S1P, regula uma variedade de cascatas de sinalizagdo
(Figura 9). Os receptores acoplados em Gy, diminuem as concentragdes de AMPc; em
G213 estimulam fosfolipase D (PLD) e Rho levando a formagdo de fibras de estresse;
em Gq ativam fosfolipase C (PLC), Ca’' e isoformas de proteinase C. Os receptores de
S1P podem também sinalizar de maneira célula especifica através da transativacao de
receptores de EGF (epidermal growth factor) e PDGF (platelet-derived growth factor)

(Brindley et al., 2002).
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Figura 9 — Acdes fisioldgicas celulares mediadas por esfingosina-1-fosfato (S1P) via
ativacdo de receptores acoplados a proteinas G.
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Em 2005, Pébay e colaboradores demonstraram a presenca dos receptores S1P;_3
em hES e que, a combina¢do de SIP com PDGF, mantinha a pluripotencialidade das
células-tronco embriondrias humanas enquanto outro lisofosfolipidio boativo, LPA
(acido lisofosfatidico), ndo apresentou a mesma capacidade (Pebay et al., 2005). No ano
seguinte, o grupo de pesquisa de Inniss, utilizando trés concentracdes diferentes de S1P
(1, 10 e 20 uM), demostrou seu envolvimento na sobrevivéncia e proliferacdo das hES
(Inniss and Moore, 2006). O grande problema em relacdo a esse trabalho foram as
concentragdes utilizadas, principalmente as duas ultimas concentragdes (10 e 20 uM),
muito altas quando comparadas as concentragdes fisioldgicas descritas (200 e 900 nM
para plasma e soro, respectivamente) (Okajima, 2002), o que poderia induzir morte
celular (Garcia-Gonzalo and Belmonte, 2008). Em 2007, o grupo de Wong mostrou o
efeito anti-apoptdtico da mesma combinacao de fatores (10 uM de S1P e/ou 20 ng/mL
de PDGF) em coldnias pluripotentes de células-tronco embrionarias humanas (Wong et
al., 2007). O efeito de SIP no aumento da proliferacdo e morfogénese de células
neuroepiteliais diferenciadas a partir de hES assim como de neuroprogenitores também
foi demonstrado, o que contribui para o entendimento do papel de lisofosfolipideos, na
neurogénese (Hurst et al., 2008, Harada et al., 2004).

Ha também evidéncias do papel importante de S1P tanto no sistema nervoso
central em desenvolvimento, quanto no adulto. Receptores de S1P sdo expressos em
neurdnios jovens, oligodendrdcitos, corpos celulares diferenciados e axonios em
crescimento e sdo também encontrados, em neuroesferas, nos primeiros estidgios do
desenvolvimento (MacLennan et al., 2001, Hurst et al., 2008). Waeber ¢ Chiu
demonstraram que S1P ativa proteinas G na zona subventricular de ratos neonatos
(Waeber and Chiu, 1999) e mais recentemente demonstraram que S1P ativa receptores

acoplados a proteinas G sensiveis a toxina pertussis em areas proliferativas de embrides
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no estagio de E15 através da ativagdo da via de ERK (Harada et al., 2004). S1Ps ¢
expresso por oligodendrécitos e parece ter um papel importante tanto na mielinizagao
normal quanto em doengas como a esclerose multipla, que envolvem demieliniza¢do
(Jaillard et al., 2005).

Como apresentado na se¢do anterior, ¢ de extrema importancia a descri¢do de
compostos bioativos capazes de aumentar a sobrevivéncia e proliferacdo de hES. Foi
também discutido que EBs vem sendo amplamente utilizados como alvo de pré-
diferenciagdo in vitro, etapa crucial para futura utilizacdo de células mais especializadas
em terapias (Kurosawa, 2007, Koike et al., 2007). Dada a variedade de fung¢des do S1P,
citadas anteriormente, esse fosfolipidio se torna um excelente candidato a ser avaliado

no cultivo das células-tronco embrionarias pré-diferenciadas.
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OBJETIVO

OBJETIVO GERAL

Células-tronco embriondrias humanas t€ém grande importancia em pesquisa
basica, potencial terapéutico no tratamento de doengas degenerativas além de
representar ferramenta 1til para o descobrimento de novos farmacos e screening
toxicologico. O sucesso destas aplicacdes dependera da manutengdo de suas
propriedades intrinsecas in vitro (Amit et al., 2000, Rosler et al., 2004), da obtencao de
grandes concentragdes celulares (cerca de 10°células/ml para High Throughput e 10’/Kg
paciente para terapia celular) assim como do aumento de sobrevivéncia de células
transplantadas.

Esta tese teve por objetivo estabelecer protocolo para o cultivo de células-tronco
embrionarias humanas em placas estaticas em nosso laboratério. Num segundo
momento testamos a hipdtese de que hES poderiam ser cultivadas aderidas a
microcarregadores, em suspensao em spinners, para seu escalonamento. Finalmente,
testamos a hipdtese de que esfingosina 1-fosfato (S1P) seria capaz de prevenir a morte

celular de células-tronco embrionarias pré-diferenciadas como corpos embrioides.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a hipétese de que células-tronco embrionarias humanas poderiam ser
cultivadas indiferenciadas em spinners, um protdtipo de biorreator, visando o
escalonamento das concentragdes celulares para futura utilizagdo em terapia e
biotecnologia;

2) Caracterizar células-tronco embriondrias humanas cultivadas tanto em placas
estaticas como em sistemas agitados spinners quanto a pluripotencialidade, estabilidade
cromossomica e capacidade de se diferenciar espontaneamente nos trés folhetos
embriondrios via formag¢do de corpos embrioides;

3) Examinar o efeito de S1P na sobrevivéncia e proliferagdo das células-tronco
embriondrias humanas pré-diferenciadas durante formacgdo de EBs, apo6s inducdo de
morte celular por inibicdo de sintese de proteinas;

4) Caracterizar vias de sinalizagdo envolvidas nos processos de sobrevivéncia e
proliferacdo, induzidos por SI1P, em células-tronco embriondrias humanas pré-

diferenciadas como EBs.
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METODOLOGIA

1) CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS

O trabalho foi realizado utilizando-se culturas de células-tronco embrionarias
murinas USP1 (doadas pela Dra. Lygia Pereira, USP-SP) e c€lulas-tronco embriondrias
humanas das linhagens H9 (WiCell Research Institute, Madison/Wisconsin — EUA),
HUES (doadas pelo Dr. Douglas Melton, Department of Molecular and Cellular

Biology, Harvard University, EUA) e BR1 (doadas pela Dra. Lygia Pereira, USP-SP).

2) ANIMAIS UTILIZADOS PARA PREPARACAO DA FEEDER LAYER
Camundongos da cepa C57 Black 6 utilizados no trabalho foram mantidos sob

condi¢des de temperatura entre 25 e 28°C, ciclo de luz definido em 12 h de claroe 12 h

de escuro e livre acesso a racdo e agua. A utilizagcdo destes animais nos experimentos

desta tese tem aprovagao do comité de ética sob o nimero DAHEICB 027.

3) FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS MURINOS (MEF)
3.1) Preparacio da cultura de fibroblastos embrionarios murinos

MEFs foram obtidas através da disseccao de embrides de camundongos da cepa
C57 Black/6 entre 12 e 14 dias de gestacdo. A fémea foi sacrificada e seu utero, retirado
por inteiro, colocado em uma placa de petri contendo uma solu¢do de PBS 1X (Sigma-
Aldrich). J& em condigdes estéreis na camara de fluxo laminar vertical, as visceras ¢ a
cabe¢a do embrido foram retiradas ¢ as células foram dissociadas mecanicamente em
meio DMEM/F12 (Invitrogen), suplementado com glutamina (2 mM) e 50 ug/mL de
gentamicina. Em seguida, as células foram tratadas com TrypLE™ (Invitrogen), uma

enzima recombinante sem contaminante animal que ndo ataca a membrana celular
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(Gibco Invitrogen Corporation) por 3 ciclos de 7 minutos em estufa a 37°C com 5%
CO; seguido de dissociagdo mecanica. Apos a dissociagdo, Meio-MEF composto por
DMEM/F12, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Cultilab), 2 mM de
glutamina e 50 pg/mL de gentamicina, foi adicionado. Esta solu¢do foi centrifugada (5
minutos a 200 g) sendo o sobrenadante descartado e as células ressuspendidas ja no
volume final de Meio-MEF, sendo 1 mL para cada garrafa de 75 cm? utilizada chegando
ao volume final de 13 mL. As células foram incubadas a 37°C com 5% CO; € as células

com 90% de confluéncia foram repicadas a cada 2 dias.

3.2) Expansio dos fibroblastos embrionarios murinos

MEFs com confluéncia de 90% tiveram seu meio de cultura retirado e as células
descoladas das garrafas/placas com TrypLE™ (incubadas a 37°C com 5% CO,) foram
colocadas em tubo Falcon de 15 mL. A TrypLE™ foi diluida com adi¢cdo de igual
volume de Meio-MEF e as células centrifugadas a 200 g por 5 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas ja no volume final de Meio-
MEF a ser plaqueado (2,5 mL/poco da placa de 6 pocos — 9 cm?). As placas foram
previamente tratadas com 2% de gelatina (Sigma-Aldrich). As células foram incubadas

a 37°C com 5% CO; até atingir a confluéncia de 85-90%.

3.3) Tratamento das MEFs com Mitomicina C

Apoés a obtencdo de confluéncia de 85-90%, MEFs foram inativadas
mitoticamente aplicando-se mitomicina C (10 ng/mL - Sigma-Aldrich), previamente
diluida em Meio-MEF, por 3 horas em incubadora a 37°C com 5% CO,. Passado esse
tempo, as células foram lavadas trés vezes com PBS 1X/glicose e em seguida 2,5 mL do

Meio-MEF foi adicionado a cultura. As células foram incubadas a 37°C com 5% CO,
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por 24 horas antes do plaqueamento das células-tronco embrionarias sobre MEFs

inativadas.

4) CULTURA DE CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS MURINAS
4.1) Descongelamento e congelamento das mES

Antes do descongelamento das mES, o meio das MEFs inativadas (Meio-MEF)
foi trocado para Meio-mES, composto por DMEM/F12 suplementado com 15%
knockout serum replacement - KSR (Gibco Invitrogen Corporation), 2 mM de
glutamina, 1% de aminoacidos ndo essenciais (Gibco Invitrogen Corporation), 50
pg/mL de gentamicina (Schering-Plough AS.) e LIF (Leukemia Inhibitory Factor).
Neste trabalho, foi utilizada uma cultura de uma linhagem de células de ovario de
hamster (CHO) que secreta o LIF no meio de cultura (Wei et al., 2005, Ming-tang et al.,
2006). mES foram mantidas com o meio condicionado das CHO substituindo o LIF
comercial (Chemicon).

Em seguida, mES foram retiradas do nitrogénio e deixadas a 37°C por alguns
minutos e logo transferidas para um tubo conico (Falcon) de 15 mL. Foram adicionados
2 mL de Meio-mES (temperatura ambiente) lentamente e as células foram centrifugadas
(200 g, 5 minutos). O sobrenadante foi descartado e as células entdo ressuspendidas no
Meio-mES, plaqueadas sobre MEFs inativadas no volume final de 2,5 mL/9 cm®. As
células-tronco embrionarias murinas foram incubadas a 37°C, 5% CO, para formagao
de coldnias sendo todo o meio trocado a cada dois dias.

O congelamento iniciou-se com a retirada do Meio-mES seguido do tratamento
com 1 mL/9cm? de TryplE™. As células destacadas da placa foram colocadas em tubo
Falcon (15 mL) e centrifugadas (200 g, 5 minutos). O sobrenadante foi descartado e as

células ressuspendidas em 1 mL de meio de congelamento (90% SFB e 10% DMSO)
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contendo cerca de 1 milhdo de células e colocadas em criotubos (Corning), congeladas

lentamente (1°/min) e estocadas em nitrogénio liquido até o descongelamento.

4.2) Passagem enzimatica das mES

A passagem enzimatica de mES iniciou-se com a retirada do Meio-mES seguido
da adi¢do de 1 mL de TrypLE™. Com as células em suspensdo, a TrypLE™ foi diluida
com MEIO-mES e as células foram centrifugadas (200 g, 5 minutos). Apds o descarte
do sobrenadante, as células foram ressuspendidas e plaqueadas em MEFs previamente
preparadas e inativadas sendo o meio de cultura adicionado até completar o volume de

2,5 mL/9 cm?. A cultura de mES entdo foi mantida a 37°C com 5% COs.

4.3) Formacao de Corpos Embriodes (EBs) e inducao de diferenciacao em fenétipo
neural

Inicialmente as células-tronco embriondrias murinas foram cultivadas como
colonias em feeder layer de MEFs inativadas. Quando as células atingiram confluéncia
de 85%, estavam prontas para serem repicadas. Para a formacdo dos corpos embridides
(EBs) o Meio-mES foi retirado e adicionado 1 mL de TrypLE™ para que as células se
desprendessem da placa. Em seguida, as células foram centrifugadas (200 g por 5
minutos), ressupendidas em Meio-EB (DMEM/F12 suplementado com 15% SFB, 1%
de aminoacidos ndo essenciais, 2 mM de glutamina ¢ 50 pg/mL de gentamicina),
transferidas para placas ndo aderentes (100 mm) na concentragio de 3x10° células e
deixadas em incubadoras (37°C com 5% CO;) por 2 dias na presenca LIF para
formac¢ao de EBs maduros.

Para a diferenciacdo em fenétipo neural, apos a formagdo de EBs, com as células

ainda em suspensdo em 10 mL de meio-EB, foram adicionados 10 pL de acido retindico
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(RA, 2 uM, concentracdo final - Sigma-Aldrich) deixando os EBs em tratamento por 4
dias, com troca de todo meio a cada dois dias. O RA é conhecido como a forma
biologicamente ativa da vitamina A e considerado o fator indutor externo mais
importante na diferenciagdo neuronal (Okada et al/, 2004). Em seguida EBs foram
plaqueados em superficie aderente em meio chamado de neurobasal, composto por
DMEM/F12 suplementado com 20 ng/mL de FGF-2, 1% de N2 e 50 pg/mL de
gentamicina, para migracdo durante 4 dias tanto de progenitores neurais (células
positivas para nestina) assim como de células ja diferenciadas em neurdnios jovens

(células positivas para TUJ-1).

5) CULTURA DE CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS HUMANAS
5.1) Descongelamento e congelamento das hES

Antes do descongelamento das hES, o meio das MEFs inativadas (Meio-MEF)
foi trocado para Meio-hES, composto por DMEM/F12 suplementado com 20%
knockout serum replacement - KSR (Gibco Invitrogen Corporation), 4 mM de
glutamina, 1% de aminoacidos ndo essenciais (Gibco Invitrogen Corporation), 50
pg/mL de gentamicina e 8 ng/mL de fibroblast growth factor 2 — FGF-2 (R&D
Systems). Em experimentos que as células foram plaqueadas em matrigel (BD
Biosciences), placas de 6 pocos foram previamente tratadas com matrigel™ e deixadas
a 4°C por 24h. Antes de receber as hES, os pogos tratados com matrigel foram lavados
3 vezes com meio DMEM/F12 para retirar o excesso e foram adicionados 4 mL do meio
comercial mTeSR™1 (Stem Cells Technologies).

Em seguida, hES foram retiradas do nitrogénio e deixadas a 37°C por alguns
minutos e logo transferidas para um tubo conico (Falcon) de 15 mL. Foram adicionados

2 mL de Meio-hES (temperatura ambiente) lentamente e as células foram centrifugadas
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(200 g, 5 minutos). O sobrenadante foi descartado e as células entdo ressuspendidas no
Meio-hES, plaqueadas sobre MEFs inativadas no volume final de 5 mL/9 cm® ou em
matrigel™ em 4 mL de meio mTeSR™I1. As células-tronco embrionarias humanas
foram incubadas a 37°C, 5% CO, para formac¢ao de colonias sendo todo o meio trocado
diariamente.

O congelamento iniciou-se com a retirada do Meio-hES ou mTeSR™!1 seguido
do tratamento com 1 mL/9cm” de TryplE™. As células destacadas da placa foram
colocadas em tubo Falcon (15 mL) e centrifugadas (200 g, 5 minutos). O sobrenadante
foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de meio de congelamento (90%
SFB e 10% DMSO) contendo cerca de 1 milhdo de células e colocadas em criotubos
(Corning), congeladas lentamente (1°/min) e estocadas em nitrogénio liquido até o

descongelamento.

5.2) Passagem enzimatica e manual das hES

A passagem enzimatica de hES iniciou-se com a retirada do Meio-hES seguido
da adicao de 1 mL de TrypLE™. Com as cé¢lulas em suspensdo, a TrypLE™ foi diluida
com MEIO-hES e as células foram centrifugadas (200 g, 5 minutos). Apds o descarte do
sobrenadante, as células foram ressuspendidas e plaqueadas em MEFs previamente
preparadas e inativadas sendo o meio de cultura adicionado até completar o volume de 5
mL/9 cm? sendo alterado para 4 ml/9cm?® apods 48h de cultivo. A cultura de hES entdo
foi mantida a 37°C com 5% CO,.

Para as células cultivadas em matrige™ em meio mTeSR™1, a passagem
manual foi realizada. Para isso, foi utilizada uma ferramenta descartavel chamada
STEMPRO®EZPassage™. Com este instrumento, as células foram cortadas em

pequenos pedagos como mostra a figura 10 abaixo:
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Figura 10 — Metodologia de passagem manual das células-tronco embrionarias
humanas utilizando STEMPRO®EZPassage™.
5.3) Formacao de Corpos Embriddes (EBs) e inducao de diferenciacao em fenétipo
neural

Inicialmente as células-tronco embriondrias humanas foram cultivadas como
colonias em feeder layer de MEFs inativadas. Quando as células atingiram confluéncia
de 85%, estavam prontas para serem repicadas. Para a formacdo dos corpos embridides
(EBs) o Meio-hES foi retirado e adicionado 1 mL de TrypLE™ para que as células se
desprendessem da placa. Em seguida, as células foram centrifugadas (200 g por 5
minutos), ressupendidas em Meio-EB (DMEM/F12 suplementado com 15% KSR, 1%
de aminoacidos ndo essenciais, 4 mM de glutamina ¢ 50 pg/mL de gentamicina),
transferidas para placas nio aderentes (60 mm) na concentracdo de 2,5x10° células em
7mL de Meio-EB e deixadas em incubadoras (37°C com 5% CO,) por 7 dias para
formac¢ao de EBs maduros, sendo a troca de meio realizada a cada dois das.

Para a diferenciacdo em fendtipo neural os EBs foram plaqueados em superficie
aderente em meio chamado de neurobasal, composto por DMEM/F12 suplementado
com 20 ng/mL de FGF-2, 1% de N2 e 50 pg/mL de gentamicina, para migracao durante

4 dias de progenitores neurais (células positivas para nestina).
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6) ANALISES DA MANUTENCAO, DIFERENCIACAO E SOBREVIVENCIA
DE CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS HUMANAS E MURINAS
6.1) Imunocitoquimica

As imunocitoquimicas foram realizadas utilizando-se os seguintes anticorpos
primarios: OCT-4 (mouse — 1:100; Santa Cruz Biotechnology Inc.), SSEA4 (mouse —
1:100; Chemicon-Temecula), TRA 1-60 (mouse — 1:100; Chemicon-Temecula), SOX-2
(rabbit — 1:100, Chemicon-Temecula), Nestina (mouse — 1:100; Chemicon-Temecula),
Alfa feto proteina (AFP, rabbit-1:100; Santa Cruz Biotechnology Inc.), Actina de
musculo liso (AML, mouse - 1:400; Sigma-Aldrich). Resumidamente, as células foram
fixadas com para-formaldeido (4%) por 30 minutos e em seguida foram feitas lavagens
com PBS 1X. Em seguida, foi adicionado PBS/Triton (0,3%) deixado por 5 minutos e
para o bloqueio de sitios inespecificos, foi adicionado PBS/BSA (5% - Sigma) por 1h.
O anticorpo primario foi adicionado e deixado por lh a temperatura ambiente. Em
seguida o anticorpo secundario (1:400 - Alexa Fluor 546 goat anti-rabbit 1gG vermelho
e 1:400 - Alexa Fluor 546 goat anti-mouse IgG vermelho — Molecular Probe) foi
deixado por 30 minutos. A marcagdo nuclear foi realizada com 4’,6"-diamino-2-fenil-
lindol (DAPI) por 7 minutos e na ultima etapa foi realizada a montagem das laminas. As

células foram observadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon, T300).

6.2) Citometria de Fluxo (FACs)

Com o intuito de quantificar as marcagdes celulares, foi realizada uma analise
por citometria de fluxo (FACs) foi realizada no equipamento FACSCalibur (BD
Biosciences) utilizando-se os seguintes anticorpos primarios: OCT-4 (mouse — 1:100;
Santa Cruz Biotechnology Inc.), SSEA4 (mouse — 1:100; Chemicon-Temecula), TRA 1-

60 (mouse — 1:100; Chemicon-Temecula), SOX-2 (rabbit — 1:100, Chemicon-
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Temecula), Nestina (mouse — 1:100; Chemicon-Temecula), Alfa feto proteina (AFP,
rabbit-1:100; Santa Cruz Biotechnology Inc.), Actina de musculo liso (AML, mouse -
1:400; Sigma-Aldrich). Resumidamente, as células dissociadas foram fixadas com para-
formaldeido (4%) por 30 minutos e em seguida, foram feitas lavagens com tampao de
FACs (1% BSA e 0.01% azida sodica em PBS). Em seguida foi adicionado PBS/Triton
(0,3%) deixado por 5 minutos e o bloqueio de sitios inespecificos foi realizado em
tampao de FACs por no minimo lh. Os anticorpos primarios foram adicionados e
deixados por 1h a temperatura ambiente e os anticorpos secundarios foram deixados por
30 minutos (Alexa Fluor 488 Goat Anti-Rabbit IgG, 1:400 - Molecular Probe e
Phycoerythrin, PE - F(ab’)2 Fragment Donkey Anti-Mouse IgG, 1: 200 - Jackson
ImmunoResearch). Os anticorpos foram lavados em tampao de FACs e em seguida a

leitura foi realizada.

6.3) Analise do cariotipo das células-tronco embrionarias

Primeiramente, foi adicionado KaryoMAX"® Colcemid™ (Gibco Invitrogen
Corporation) a cultura por 3 horas, para interromper a mitose celular. Em seguida, as
células foram tripsinizadas e centrifugadas por 5 minutos a 200g. Ao pellet solto foi
adicionada uma solu¢ao hipotonica KCI (75 mM). Apds 15 minutos, as células foram
fixadas com metanol/acido acético (3:1) e a amostra centrifugada por 5 minutos a 200g,
com parada lenta. A amostra foi deixada overnight até o inicio da segunda etapa que se
iniciou com a lavagem da amostra 2 vezes com a solu¢do de metanol/acido acético
(3:1). Em seguida, a amostra foi centrifugada (200g, 5 min) e o sobrenadante
descartado. O pellet foi homogeneizado e 20 pL da suspensdo de células foram

aplicados cuidadosamente no meio da lamina. As laminas foram deixadas em uma placa
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quente (méaximo 37°C) para as células “estourarem” e as metafases foram coradas com

DAPI ou coloracao Giemsa e analisadas em microscopio de fluorescéncia.

6.4) Reacio de polimerizaciao em cadeia
6.4.1) Transcricao reversa seguida de reagao em cadeia da polimerase (RT-PCR)

As amostras de cDNA foram amplificadas pela técnica de PCR. Para tal, foram
utilizados os seguintes primers: OCT4 5 -AGAGCAGTGACGGGAACAGAG-
3’(senso), 5’-CCAACGAGAAGAGTATGAGGC-3’(anti-senso); SOX2 5’-GAGAGC
AAGTACTGGCAAGACCG-3 (senso), 5’ -TATACATGGATTCTCGCCAGCC-3’
(anti-senso). NANOG 5’-GTGCATATACTCTCTCCTTCCC-3’ (senso), 5’-AGCTAC
CCTCAAACTCCTGGT-3’; GAPDH 5’-ATCACCATTTCCAGGAGCG-3’ (senso),
5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’ (anti-senso).

Além dos primers (0,5 uL de senso e 0,5 uL de antisenso com concentragao
final de 1 uM), foram adicionados também 4 pL de tampao 5x (concentragdo final 1x),
1,2 uL de MgCl, 25 mM (concentracao final de 2mM), 0,4 puL. da mistura de ANTP
10mM (concentracao final de 0,2 mM), 2 uL da amostra de cDNA, 0,2 pL da enzima
Taq polimerase e dgua Milli-Q até completar um volume final de 20 pL. Com a solugao
preparada, esta foi colocada em um aparelho termociclador (termociclador Thermal
Cycler, Eppendorf), programado para submeter a amostra a temperatura de 94° C por 45
segundos, 55°C (OCT4, SOX2, NANOG) ou 60°C (GAPDH) por 30 segundos, 72°C
por 1 minuto e 30 segundos, durante 30 ciclos. Como controle negativo, foi realizado
um PCR de uma amostra de RNAm nao incubada previamente com a transcriptase
reversa. Os produtos de DNA do PCR foram analisados por eletroforese em gel de

agarose a 2% e visualizados por coloragdo com brometo de etidio 0,5 pg/ml. Os
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tamanhos das bandas esperadas para OCT4, NANOG, SOX2, GAPDH sio,

respectivamente, de: 177, 213, 335 e 571 pares de bases.

6.4.2) PCR quantitativo

As amostras de cDNA foram amplificadas pela técnica de PCR (kit Applied).
Para tal, foram utilizados os seguintes primers: S1P1: 5°- GCAGCTCTGAGAAGTC -
3’ (senso), 5’-AGCAGGAGCAGGATGA-3’(anti-senso); S1P2 (1): 5’- CCAACA
AGGTCCAGGAACACTA-3 (senso), 5’- CATGCGGCAGCTCTTGTC - 3’ (anti-
senso); S1P2 (2): 5’- CAAGGTCCAGGAACACT - 3’ (senso), 5’- CAGAGGATG
ACGATGAAG - 3’ (anti-senso); S1P2 (3): 5’- GCTGTCCTGTCTGCTCATGT - 3°
(senso), 5’- TGGGCCAGCAATTCCAAA - 3’ (anti-senso); S1P3 (1): 5°’- CGCTTA
CAAGGTCA ACA - 3’ (senso), 5’- AGGGCCACGAACATAC - 3’ (anti-senso), S1P3
(2): 5- CGCACCCGGAGCGTTTAC - 3’ (senso), 5’- CACGAACAGCCT
CTCCACTTTC - 3’ (anti-senso), S1P4: 5°- CCTTTGCTGGGCTGGAACT-3’ (senso),
5’- GATCACCAGGCAGAAGAGGATGTAG - 3’ (anti-senso), SI1PS: 5’-
GGTGAGCGAGGT CATCGTC - 3’ (senso), 5°- CACCAACAACACGGCTAGATTC
- 3’ (anti-senso).

Além dos primers (0,5 pL de senso e 0,5 pL de antisenso/concentracdo final 1
uM), foram adicionados também 10 pL de SyBR green, 10 ng de amostra por poco e
agua DEPC até completar um volume final de 20 pL. A curva de dissociacdo foi
realizada para avaliagdo da reagdo. A solugdo foi colocada em um aparelho
termociclador programado para submeter a amostra a temperatura de 95° C por 15

segundos, 60°C por 1 minuto, durante 50 ciclos.
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6.4.3) Extracdo de acido ribonucléico (RNA)

O RNA total das culturas foi extraido utilizando o protocolo do Trizol®
(Invitrogen), conforme descrito pelo fabricante. Para cada 10 cm? de 4rea de placa ou
100 mg de tecido foi utilizado 1 mL de Trizol®. Apos 5 minutos a temperatura
ambiente, foram adicionados 200 pL de cloroféormio. Apos a homogeneizagao a amostra
foi centrifugada por 15 minutos a 200g a 4°C. A fase aquosa, contendo o RNA, foi
recolhida, separada e a ela foram adicionados 500 pL de &lcool isopropilico. Em
seguida a amostra foi incubada por, no minimo, 30 minutos a -70°C (ou até 3 dias a -
70°C). Posteriormente, a amostra foi centrifugada por 15 minutos a 200g a 4°C e o
precipitado lavado com etanol 70%. Apods secar por aproximadamente 30 minutos a
200g, o RNA foi ressuspendido em 15 pL de agua Milli-Q livre de RNAse. Em seguida

foi realizada a dosagem do RNA contido na amostra por espectrofotometria a 260 nm.

6.4.4) Sintese de DNA complementar (cDNA)

RNA total foi utilizado para a confec¢do de cDNA (PROMEGA). Para isto, 1 pg
de RNA, extraido e quantificado de acordo com os procedimentos citados
anteriormente, foi incubado com 0,5 pg de oligonucleotideo dT e completado com agua
livre de RNAse até completar volume final de 5 pL. Esta solugao foi entdo submetida a
uma temperatura de 70°C por 5 minutos e, em seguida, rapidamente resfriada para 4°C,
durante o0 mesmo periodo de tempo. Apds esse procedimento, foram adicionados 4 uL
de tampao 5x (concentragao final 1x), 2,4 uL de MgCl, 25 mM (concentragdo final de
3mM), 1 pL da mistura de ANTP 10 mM (concentragdo final de 0,5 mM), 1 uL de
inibidor de ribonuclease (concentracao final de 1 u/uL), 1 pL da enzima transcriptase
reversa ¢ agua Milli-Q livre de RNAse até completar um volume final de 15 pL. A

solucdo preparada foi colocada em um aparelho termociclador (Thermal Cycler;
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Eppendorf) programado para submeter a amostra a temperatura de 25°C durante 5
minutos, seguida de uma temperatura de 42°C durante 1 hora e 70°C durante 15

minutos.

6.5) Deteccao de morte celular
6.5.1) Deteccao de fragmentacio de DNA — técnica de TUNEL

A técnica de deteccdo de fragmentagdo de DNA (TUNEL- terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling) (PROMEGA) foi
utilizada para verificar a capacidade do S1P em proporcionar efeito de protecdo contra a
morte celular induzida por 1 pg/mL de anisomicina (Hori et al., 2008).

Inicialmente, os EBs foram fixados com PF 4% por 30 minutos. Em seguida, foi
realizado gradiente de sacarose (10, 20 e 30%) e os EBs permaneceram em sacarose
30% por 24h. Para o emblocamento, os EBs foram embebidos em reagente Tissue Tek®
OCT e apds o congelamento dos blocos, estes foram cortados em se¢des de 10 pm.
Para a analise de TUNEL, os cortes de EBs foram tratados com 20 pg/mL de proteinase
K durante 8 minutos a temperatura ambiente e lavados com PBS 1X, pH 7.4.
Posteriormente foi realizada a adi¢do de tampao de equilibrio durante 10 minutos e, em
seguida, as amostras foram incubadas com a enzima e o tampao de reagdo durante 1
hora, a 37°C. Os cortes foram entdo incubados com solu¢do stop durante 15 minutos e
lavados com PBS. A marca¢do nuclear foi realizada com DAPI e em seguida foram
realizadas 3 novas lavagens com PBS 1X. Para evitar perda de fluorescéncia as
amostras foram armazenadas em N-propil-galato (Sigma). Aproximadamente 25 EBs,
de cada experimento, foram analisados através do uso do microscépio de fluorescéncia
Nikon T300. Células TUNEL-positivas foram quantificadas em relacdo ao total de

nucleos marcadas com DAPI.
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6.5.2) Citometria de fluxo — incorporacao de PI

Com o intuito de quantificar as marcagdes de morte celular, foi realizada uma
analise por citometria de fluxo (FACs) utilizando incorporacdo de iodeto de propideo
(PI). Resumidamente, os EBs foram dissociados utilizando TryplE™ por 5 minutos. Em
seguida, as células foram lavadas com tampao de FACs (1% de BSA e 0.01% de azida
sodica em PBS) trés vezes. Inicialmente as células sem incorporacdo com PI foram lidas
no citdmetro para avaliagdo do tamanho e granulosidade das células ainda vivas. Em

seguida, o PI foi adicionado a cada amostra e a leitura realizada.

6.6) Extracao de proteina e SDS-PAGE

A extracdo de proteinas foi feita em tampao de extragdo RIPA (1% de NP-40,
1% de Triton x-100, 1% de Deoxicolato, 10 mM de tris-HCl em pH7.5, 100 mM de
NaCl, 0,1% de SDS, 5 mM de EDTA, 10 pg/ml de aprotinina, 10 pg/ml de leupeptina,
10 pg/ml de pepstatina, 1 ng/ml de ortovanadato Na', 0,5 mM de Fluoreto Na’ e 1 mM
de PMSF), utilizado para estabilizar, desenovelar e solubilizar as proteinas, além de
inibir proteases. Isso ¢ importante para evitar a degradacdo das proteinas extraidas até
serem utilizadas. Os corpos embridides foram mantidos em tampao RIPA, no gelo,
sendo homogeneizados por agitagdo em intervalos de 5 minutos até sua dissociagdo
completa. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 1300g (15 minutos), os
sobrenadantes foram recuperados e as proteinas foram dosadas pelo método de Lowry:
as amostras foram incubadas com RCA (0,1 N de carbonato de sodio + 2% de tartarato
de sodio e potassio + 1% de sulfato de cobre), agitadas em vortex e deixadas por 10
minutos a temperatura ambiente. Apds esse tempo o reagente Folin (Vetec) foi
adicionado as amostras, que foram novamente agitadas em vortex e incubadas por 30

minutos. Adicionalmente, foi feita uma curva padrdo com concentragdes crescentes de
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BSA (Sigma-Aldrich). Para a quantificagdo das proteinas, a densidade optica (DO) da
curva padrdo e das amostras foi medida em espectrofotdmetro em comprimento de onda
de 750 nm. A leitura das DOs das amostras foi feita, e as concentragdes puderam ser
calculadas a partir do F médio da curva padrao.

As amostras foram entdo preparadas para a eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenga de SDS (SDS-PAGE): 30 pg de proteina em tampdo de amostra foram
fervidas por 3 minutos, aplicadas e separadas em um gel de 12,5% de poliacrilamida, a
uma corrente constante de 120 V. Depois de separadas, as proteinas foram transferidas
em um sistema semi-seco (Bio-Rad) para uma membrana de nitrocelulose (Hybond,

Amersham) durante 2 horas a uma voltagem constante de 0,8 mA/cm? de membrana).

6.7) Western Blotting

As membranas foram mantidas em salina tamponada com tris (TBS),
suplementada com 0,1% de Tween-20 (TBS-T) e 5% de leite por 1 hora sob agitagdo, a
temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram incubadas overnight, a 4°C,
com o anticorpo primario contra fosfo-ERK1/2 (Phospho-p44/42 MAPK- Erkl/2 -
Thr202/Tyr204, Cell Signaling) e Erk2 (C14, Cell Signiling) diluido em TBS-T+ 5%
BSA. No dia seguinte, as membranas foram lavadas em TBS-T e incubadas com o
anticorpo secundario anti-coelho conjugado com peroxidase diluido em TBS-T+leite,
por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacdo. As membranas foram, entdo, lavadas
em TBS-T e reveladas com ECL-Plus (Amersham), um composto luminescente que
sensibiliza o filme usado para revelacdo, quando exposto.

Ap0s a revelagdo, as membranas foram lavadas em TBS-T e incubadas com uma
solugdo de stripping (Pierce), por 5 minutos, para desligar os anticorpos das proteinas.

Foram, entdo, lavadas 3 vezes por 15 minutos e um novo western blot foi feito, para
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controle de carregamento do gel: as membranas foram incubadas com TBS-T e 5% de
leite por 1 hora sob agitacdo, a temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram
incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente com o anticorpo primario contra ERK
total (Santa Cruz) diluido em TBS-T+ 5% BSA (Sigma-Aldrich). A seguir, as
membranas foram lavadas em TBS-T e incubadas com o anticorpo secundério anti-
camundongo diluido em TBS-T+leite, por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitagao.
As membranas foram, entdo, lavadas em TBS-T e novamente reveladas com ECL-Plus

(Amersham).

6.8) Analise de proliferacio por incorporacio de [*H]-Timidina

Os corpos embidides necessitam de 7 dias para ficarem maduros, desta forma, o
tratamento com anisomicina (1 pg/mL) e S1P (1 pM) foram realizados no sexto dia de
cultivo. A [*H]-Timidina foi adicionada a cultura 3h antes do término do experimento
na concentragdo de 1 pL/mL (estoque 1 pCi/mL) sendo que a placa foi mantida sob
agitacdo orbital. Os EBs foram transferidos lavados com 0,5-1 mL de PBS 1X. Em
seguida, o PBS foi retirado e foram adicionados 500 pL de NaOH (0,4 N) aos EBs. A
solugdo ficou descansando para completa dissolu¢do dos corpos embridides. Apds essa
etapa, foram adicionados 5 mL de 4cido tricloroacético (TCA) 10% gelado em 50 pL de
amostra deixando descansar por 10 minutos. Em seguida foram adicionados 10 mL de
TCA para que a amostra fosse filtrada (a vacuo) e, apos a filtracdo, 10 mL de etanol
absoluto gelado foram passados pelo filtro. As amostras foram dosadas por cintilador,
por 1 minuto, sendo o background descontado de uma amostra em branco (4 g POP;
100 mg POPOP; 1 L Tolueno). A dosagem de proteinas do procedimento foi realizada

pelo método de Lowry, descrito anteriormente.
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6.9) Analise estatistica

Para o experimento de cariotipagem ¢ utilizado Teste t de Student. As demais
analises sdo comparadas através da aplicagdo do teste de varidncia (One-way ANOVA),
seguido do pos-teste de Tukey. Os niveis de confianga sdo estabelecidos em 95%, ou

seja, P < 0,05 ¢ considerado estatisticamente significativo.
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RESULTADOS

1) ESTABELECIMENTO DE PROTOCOLO PARA CULTIVO DE CELULAS-
TRONCO EMBRIONARIAS HUMANAS

Desde o trabalho pioneiro do pesquisador James Thomson (Thomson et al.,
1998), ha um grande interesse nas células-tronco embrionarias humanas por
representarem poderosa ferramenta para estudo da biologia do desenvolvimento,
pesquisas biomédicas incluindo terapia celular e screening de novas drogas. Com o
decorrer dos anos, procedimentos de cultivo de hES passaram por inumeras
modificagdes, criando enorme variedade de protocolos (McDevitt and Palecek, 2008).
Nesse cenario, onde ¢ possivel cultivar hES de maltiplas formas, ¢ dificil comparar
resultados obtidos por diferentes grupos de pesquisa em todo mundo.

Com o intuito de definir as formas de cultivo mais utilizadas no que diz respeito
ao substrato, meio de cultivo, soro e/ou substituinte de soro, tipo de passagem e
suplementos que as mantém indiferenciadas, realizamos levantamento bibliografico
sobre os protocolos descritos para o cultivo de hES.

A pesquisa foi realizada a partir de artigos de livre acesso obtidos pelo portal da

Coordenagcdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES

www.periodicos.capes.gov.br) e também pela leitura de artigos de importantes revistas
na area como “Stem Cells”, “Cell Stem Cells” e “Cell Transplantation”. O levantamento
bibliografico representou 51% de todos os artigos publicados na base PubMed de 1998
a 2008, onde a palavra-chave “human embryonic stem” foi utilizada. Os resultados
dessa revisao sdo apresentados a seguir. O manuscrito foi submetido para publicacao em

abril/2009 (Fernandes et al., 2009, submetido).
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ABSTRACT

Since their derivation 11 years ago, human embryonic stem (hES) cells have
become a powerful tool in both basic biomedical research and developmental biology.
Their capacity for self-renewal and differentiation into any tissue type has also brought
interest from fields such as cell therapy and drug screening. Here, we conducted an
extensive analysis of 750 papers (51% of the total published about hES cells between 1998
and 2008) to present a spectrum of hES cell research including culture protocols developed
worldwide. This review may stimulate discussions about the importance of having
unvarying methods to culture hES cells, in order to facilitate comparisons amongst data
obtained by research groups elsewhere, especially concerning pre-clinical studies.
Moreover, the description of the most widely used cell lines, reagents and procedures
adopted internationally will help newcomers on deciding the best strategies for starting
their own studies. Finally, the results will contribute with the efforts of stem cell
researchers on comparing the performance of different aspects related to hES cells culture

methods.

Key words: Human embryonic stem cells, Cell culture protocols, maintenance of hES

cells, peer review
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INTRODUCTION

Human embryonic stem (hES) cells are isolated from the inner cell mass of the
blastocyst. They are pluripotent and, while kept in ideal conditions, can differentiate into
specific cell types within the three germ layers and some extraembryonic lineages
(21,30,49,53,63). These properties make hES cells a promising tool for cell-based therapies
and regenerative medicine (33,45). The majority of the studies about hES cells focus on
their self-renewing capabilities, their pluripotent state and differentiation.

The attention towards embryonic stem cells began over 25 years ago, after the
establishment of pluripotent stem cells from mouse embryos (17). While the first human
embryonic stem cells lines were derived only in 1998 (57), several groups have derived
original hES cell lines since then (9,24,49,59,60).

Gradually, countries have established their own policies regarding the use of hES
cells, which differs worldwide (18). In some countries, laws were created by governmental
funding availability, while in others, legal conditions were developed to encourage or
discourage governmental and private funding (11). For instance, until 2008 hES cells
research in the United States was allowed but not eligible for federal government funding,
unless the used lines had been derived before August 9, 2001. By now the situation is
changing with the US government bringing in new legislation to modify how federal
funding of human embryonic stem cell research occurs (27).

In Brazil, research with hES cells was approved in March 2005, for cell lines
derived from embryos frozen at least for three years. However, just after the bill was

passed, a petition challenged the law. In 2008, Brazil's Supreme Court rejected the petition,
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ruling that embryonic stem cell research should be allowed (32,55,58). Countries like
United Kingdom, Sweden, Singapore, Israel and Australia are amongst the most liberal. On
the other hand, Switzerland, Spain, and France allow stem cell research with some
limitations. Austria and Germany are restrictive, German scientists, for example, are not
allowed to work with cell lines produced after January 1, 2002 (52).

Despite differences in the policies surrounding the field, it is clear that the interest in
hES cells increases around the world. In this way, many groups have developed methods
for derivation and maintenance of such cells (35,38).

In the beginning, hES cell culture techniques were based on procedures design
originally for mouse embryonic stem cells (23), including the use of mitotically inactivated
mouse embryonic fibroblasts (MEFs) as feeder layers (49,57). Human embryonic stem cells
were cultured in medium containing fetal bovine serum (FBS) and leukemia inhibitory
factor (LIF). Later, researchers discovered that hES cells are not dependent on LIF
(10,23,28) and instead, fibroblast growth factor-2 (FGF-2) was the main factor that sustains
pluripotency (62).

Over the years, hES cell culture procedures have undergone numerous
modifications in order to improve handling and cell propagation, and at this time several
protocols are available (39). This inevitable scenario of multiple ways to culture hES cells
led to a new challenge: the comparison amongst findings obtained using multiple hES cell
lines, propagation methods, media, supplements, feeder cells or substrates may contribute

to generate skewed conclusions.
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In order to identify trends regarding hES cell culture methods, we analyzed 750
papers published by researchers from different regions, highlighting the differences and
similarities within the adopted procedures. Our evaluation focused primarily on the
fundamental variations for culturing hES cells, such as cell lines, media, substrates,

reagents and propagation methods.

METHODOLOGY

The articles were accessed directly through the "PubMed Central"
(www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) and the search criteria were based on the keyword
"human embryonic stem" for articles published between 1998 and 2008. This search
revealed a total of 1,473 articles. In this review, the scientific articles with free access were
used, including the journals that most published in this research field (Guhr, A. et al. 2006,
Stem Cells). Our survey resulted in a total of 750 articles from journals listed on Table 1,
which represents ~ 51% of the total articles found in "PubMed Central". Only articles that
had used hES cells as the subject of the study were considered. For all parameters analyzed,
a cut off point of at least five publications for a given culture method was considered in this
review and the items with 5 or less total occurrences were put together as "others" in the
figures.
RESULTS AND DISCUSSION:

Since the primary study conducted by Thomson ef a/ in 1998 (57), the number of
hES cell publications has seen an extraordinary increase, mainly concentrated in the last 5

years (Figure 1). This trend in the number of papers published between 1998 and 2008 was
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probably due to the period requested by various groups to learn and adapt their technique to
culture hES cells. Indeed, it is probable that specific grants to fund stem cells research
released in this period and permissive laws in some countries have contributed to the
increase as well. Besides, the distribution and derivation of cell lines worldwide and the
increasing number of groups working with hES cells, may also have had an effect in the
number of publications (1,11,38,43).

From the Thomson’s work (57) to now, the leading position of the United States is
evident. As compared to the other continents, North America, with the United States as its
primary contributor, can easily be considered the world leader in the number of
publications, with Europe and Asia coming in second (Figure 1). Furthermore, even though
the continents of Europe and Asia have both gained significant ground in the number of
hES cell publications within the same time frame during the last 5 years, they display very
different publication profiles. Up to 2007, Europe was clearly led by the United Kingdom,
which has been responsible for ~ 40% of the total number of publications from this
continent. By 2008, other countries also started to publish significantly and United
Kingdom contribution dropped to 30% in relation to whole Europe. Sweden, came in
second in the number of publications from this continent (Figure 2A). On the other hand, in
Asia there is not a clear leading country. The first position is split amongst different
countries, with a great contribution of Israel, Singapore, Korea, China and, more recently,
Japan and India (Figure 2B). The observed discrepancies in publication numbers worldwide
may be a consequence of differences in available funding opportunities, accessibility of

techniques for manipulating hES cells or legal issues among countries (11,35). These trends
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provide a clear indication of the state-of-art of hES cells research in the world. However,
the current trend is more likely expected to evolve during the next few years, especially
considering the fact that new research groups are interested in working with hES cells
around the world.

Our data indicates that the only continents that had not published papers with hES
cells until 2008 were Africa and Latin America (Figure 1). Brazil has changed this scenario,
with its first paper published in 2009 (19).

The non-trivial differences in developmental potential amongst hES cells lines
pointed to the importance of screening and deriving new cell lines (4,46). One interesting
feature of working with hES cells is that each cell line has a different genetic background,
and this characteristic may reflect on their behavior. The increasing amount of cell lines
used per year (Figure 3A), especially after 2003, could be an indicative of researchers
efforts to increase the number of hES cell lines, for three main reasons: facilitating research
with hES cells, facilitating the comparison between cell lines, studying the capacity of a
variety of lines to differentiate into a specific cell type. In this review we observed that a
total of 244 cell lines were used on papers published between 1998 and 2008, which
represents ~35% of the total registered cell lines (56). The discrepancy between the number
of cell lines used and registered ones may indicate that the majority of the cell lines have
not been adopted by academic laboratories.

Although each cell line has its own characteristics, historically multiple lines have
been derived with similar protocols and by the same research group, therefore, were

grouped together in our analysis. Amongst the different groups of cell lines derived, certain
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ones should be highlighted (Figure 3B): H group (57) (WiCell Research Institute), HES
group (49) (ES Cell International), BG group (40) (BresaGen), HUES group (9) (HUES
Cell Facility) and HSF group (2) (University of California at San Francisco). All the
published groups of hES cell lines other than these were placed as "others" in this analysis.
Overall, the H group (i.e HI, H9) leads, followed by HES (i.e. HES1, HES2), BG (i.e.
BGO1, BG02), HUES (i.e. HUES1, HUES3) and HSF (i.e. HSF1, HSF6).

We also analyzed the frequency in the use of individual cell lines. We found that the
H1 and H9 (WiCell) cell lines were notably the most used ones (data not shown). These
lines were described in the first paper describing human embryonic stem cells (57) and
precursors of oligodendrocytes derived from H1, for the first time worldwide, will be used
in a clinical trial for human spinal cord injury by Geron (5,22).

When the distribution of cell lines per continent is taken into consideration, we
observe regional preferences for their uses (Figure 3C). In North America, the H group is
more frequently used, and this profile might be explained by its availability and by the past
policy of NIH funding. In Europe and Asia the use of other cell lines, generally locally
derived, was more prominent. Oceania, represented by Australia, uses the HES group more
than other cell lines (Abbott et al. 2006, Nature). This trend could be explained by the high
costs in order to import cell lines from WiCell, which were distributed mainly in the USA

(McCormick et al. 2009, Cell Stem Cell) and authorized for research by NIH.

With regard to the culture methods, adherent substrate and feeder layers were
narrowed down to four major categories: mouse embryonic fibroblasts (MEFs), matrigel

(a matrix derived from mouse sarcoma, composed mostly by laminin, collagen IV and
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heparin sulfate proteoglycan), human feeders (represented by human fibroblasts or human
mesenchimal cells) and STO (a cell line derived from mouse embryonic fibroblasts).
Despite the attempt to cultivate hES cells in animal-free or defined conditions
(6,15,36,44,50,61), MEFs remain the most widely used substrate, which is probably due
to their efficacy and lower costs for keeping pluripotent hES cells, when compared to
other methods (Figure 4A). Several strains of mice have been used to prepare MEFs and
CF1 is the most frequently used one (data not shown). Regardless of the extensive use of
MEFs, the uses of matrigel and human feeders have increased in the last years (Figure
4A). These may reflect an intent to culture hES cells for clinical purposes or an attempt to
reduce the expression of unwanted immunogenic molecules (37), although these
unwanted molecules could only be vanished by complete from the culture with the
removal of non-human products (12).

When the basal media is taken into consideration, we found that the most
commonly used are knockout-DMEM (KO-DMEM) and DMEM/F12 (a mixture of
DMEM and Ham’s F12) (Figure 4B). The use of these media could be explained by the
following reasons: Knockout-DMEM is a basal medium with reduced osmolality, which
reproduce the embryonic microenvironment and may better maintain hES cells in a
undifferentiated state; DMEM/F12, richer in nutrients, is also the medium recommended
by WiCell, which distribute the most used hES cells. According to our data, the defined
medium most frequently used for culturing hES cells is mTeSR1. Two others defined
media (the X-VIVO system and the chemically defined medium CDM had also appeared

in the survey, but less than 5 times between 1998 and 2008 and were included as “others”
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on Figure 4B. In contrast to “DMEM-based” media, which in general are supplemented
with serum or serum replacement, these defined systems use recombinant growth factors
and other components such as insulin, transferring and albumin, without the use of
serum/serum replacement.

In addition, the use of knockout serum replacement (KSR) in hES cell cultures has
been prevalent since the earliest years (Figure 4C). Other sources, like fetal bovine serum
(FBS), are still in use, but at a lower frequency. This is one factor that has dramatically
changed in the hES cells culture, as the first articles with hES cells used FBS (49,57).

This issue can be explained by the fact that KSR represents a way to achieve
reproducible culture conditions. Fetal bovine serum (FBS), on the other hand, has
unknown components, which can contribute to variations in the culture conditions.
Furthermore, studies showed that FBS contains factors that may lead to hES cells
differentiation (29,31). In an attempt to achieve a xeno-free culture, some groups have
been studying alternatives, including human serum or recombinant human factors to
replace the main components of serum (48). In this way, KSR represents the first step for
the transition to a culture medium free of animal components (7).

Fibroblast growth factor-2 (FGF-2) is one of the most important factors for keeping
pluripotency of hES cells. In order to optimize hES cell culture conditions and maintain the
pluripotent state, FGF-2 needs to bind its receptor and activate the ERK1/2 pathway (14).
In our survey we found that the concentration of 4ng/ml is the most used one (Figure 5A)
and has been accepted as sufficient for maintaining the cells on MEFs. However, it was

evident by the data here analyzed that if hES cells were grown in feeder-free conditions
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without MEF conditioned medium, higher concentrations of FGF-2 are necessary (Figure
5B) (6,34,61). These differences observed in FGF-2 concentration did not seem to have a
correlation with the cell line used but with the use of MEFs or MEFs conditioned medium.
Matrigel and others matrices, despite of acting as an adherent substrate, do not
produce/stabilize the factors in the way that MEFs and other feeders do (8,14).

In addition to FGF-2, some research groups have used other factors as supplements
in culture. As briefly mentioned, LIF was erroneously thought to be the key factor in
maintaining hES cells in a pluripotent state (10,23,28). In spite of this, LIF is the factor
with major incidence in the protocols analyzed, followed by the combination of insulin,
transferrin and selenium (ITS), even though the use of this mix have fallen in the last two
years (Figure 5C). Activin A, TGF-f, heparin and noggin have also appeared in our survey
as complementary factor to maintain pluripotency (Figure 5C). Other factors, such as IGF,
IL-6, heregulin and inhibitors of signaling pathways were observed in a reduced number
and were included in “others” in the analysis.

An important issue regarding the hES cell culture is the maintenance of their genetic
stability even after long periods in culture. A few years ago, aneuploidy, a phenomenon
characterized by loss or gain of chromosomes was described in hES cells. Different groups
showed aneuploidy such as trissomies of chromosomes 12 and 17 (13), an extra
chromosome X (41) or gain of chromosome 20 (51) in hES. It has already been
demonstrated that the propagation of hES by enzymatic means, with trypsin for example,
can contribute to aneuploidy (25,26,40,42). In our research, we have noticed a broad range

of propagation methods. The most commonly employed techniques include the use of
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collagenase or mechanical dissociation (Figure 6). While mechanical dissociation is a way
to propagate hES cells minimizing microenvironmental disturbance (42), the preference for
collagenase over other methods may have been influenced by the following: 1) Simplifying
routine for expanding hES cells when compared to mechanical dissociation, which is very
laborious and time consuming depending on the amount of samples to be propagated (42);
2) The adverse effects of collagenase on hES cells are less prominent than trypsin (4),
which may actually contribute to a higher occurrence of aneuploidy (7,25) and 3)
Collagenase specifically cleaves collagen chains, while trypsin, with its wider spectrum of
cleavage sites, may affect cell membrane proteins. In 2007, a new enzymatic mean, using a
recombinant enzyme replacement for cell dissociation (TrypLE™) was found in our survey
(Figure 6). Some articles have suggested that this method does not cause karyotype
abnormalities, increases colony formation (16) and easily detaches cells from adherent
surfaces, thus bringing to the field a new alternative for passing hES cells (47).

With so many different possibilities to culture human embryonic stem cells, we
decided to compare in details protocols for culturing H1 and H9 cell lines, as they are the
most published hES cell lines in the world (data not shown). Amongst the publications
using H1 and/or H9 cell lines, 250 articles contained enough data for gathering information
on protocols (Table 2). Protocols used exclusively for H1 or H9 or as a combination of both
cell lines were analyzed. We found 61 different protocols for H1, 95 for H9 and 94
protocols for H1+ H9. Despite the great variability found within the H1 and H9 culture
methods, it was possible to highlight 12 protocols with more than 4 occurrences amongst

the cultivation of H1 and H9 alone or in combination (Table 2). The use of KSR as
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supplement, MEFs as substrate, collagenase as passage method and 4ng/ml of FGF-2 are
the most commonly found similarities. The use of DMEM/F12 or KO-DMEM as culture
media is the most significant difference. DMEM/F12 is mostly used in H1 cultures while
KO-DMEM is mostly used in H9 and H1-+H9 cultures.

Beyond the presented data from 1998 to 2008, we have also analyzed articles
published from January to August, 2009. In spite of the numerous protocols, we noted that
during these first eight months of 2009 the tendencies were kept. We observed that MEFs
still are the most used substrate to culture hES cells, and the media and supplements more
frequently used are DMEM/F12 or KO-DMEM supplemented with KSR and 4 ng/mL of
FGF-2, with collagenase as enzyme for propagation of the cells. To better understand and
compare the data from January to August, 2009 with the whole year of 2008, in table 3 we
present the values of the items analyzed in this review as percentages.

In our own laboratory, reagents that best suits the requirements for the H9 cell line
culture are: inactivated MEFs (C57/B16 strain) as the feeder layer in DMEM/F12
supplemented with 8ng/mL of FGF-2 and 20% KSR, using TrypLE™ to dissociate the cells

during passage.

CONCLUSION

Culturing hES cells with such a variety of protocols indicates the capacity of these
cells to adapt into different conditions. As refereed by the number of protocols used for
culturing HI or H9 (Table 2), the capacity of hES cells to adapt to different substrates (as

matrigel or human feeders) and to defined media and supplements (as mTeSR and KSR)
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(20,36,54,61). However, given all these available types of culture conditions, it is
challenging to compare the results obtained by different research groups around the world.
Therefore, the data presented in this review may contribute to the International Stem Cell
Initiative (ISCI - http://www.stemcellforum.org/isci_project.cfm), which aim is to establish
common standards and procedures between laboratories, upon comparing the performance
of different media and other aspects related to the culture of hES cells.

The ISCI has published an article focusing on the characterization of 59 hES cell
lines maintained under different culture conditions (3). Several similarities in gene and
antigen expression were observed in these cell lines, as well as significant differences in
this expression, that may be specific to some lines, but may also be caused by different
culturing conditions (3). Beside this, differences in hES cells microenvironment can cause
variations in their molecular signature, as observed by the differential expression of 1,417
genes in cells grown in serum-containing medium compared with those cultured in serum
replacement medium (54). Indeed, standardization of protocols used for culturing hES cells
may help with the reproducibility issue and also when comparing results obtained by
different research groups.

The study of hES cells brings great perspectives not only to regenerative medicine
but also for drug discovery and screening as well as studies of human development. The
specific needs in growing these cells for use in basic or applied research are different,
stimulating the development of protocols that best suit specific goals. With the aim of using
hES cells for cell replacement therapies, a great effort has been made to eliminate animal

components from culture. On the other hand, scientists focusing on basic research seek to
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reduce culture costs and to achieve effective culture conditions (an example is the number
of publications using MEFs as a substrate even nowadays, representing an almost 4 fold
increase in relation to matrigel culture publications — Figure 4A). In this regard, it will be
imperative that researchers make sure that cells cultured in media containing animal-
derived components will have the same characteristics when adapted to a xeno-free
equivalent condition.

Herein, by describing trends for culturing hES cells, we hope to provide valuable
information regarding the most adopted procedures to culture hES cells. Scrutinizing 750
published papers revealed important parameters in human embryonic stem cell culture
methods. This review could be used as a tool to help researchers already working in the

field, and specially also newcomers who want to start their research.
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TABLE AND FIGURE LEGENDS:

Table 1 — The total number of articles with their journals analyzed on the survey. The

journals are listed in descending order of number of publications.

Table 2 — Description of the most used protocols for H1 and H9 cell lines.

Table 3 — Publications analyzed until 2008 plus 2009 (January to August). To compare
the data obtained in the first 8 months of 2009 with the whole year of 2008, the values were
expressed in percentage of publication. A) Total publications per continent. B) Groups of
cell lines. C) Substrates of adhesion. D) Basal media. E) Serum and/or serum replacement.

F) FGF concentrations. G) Propagation methods.

Figure 1 — Distribution of hES cell publications worldwide. Number of publications
between 1998 and 2008 achieved by the cited search criteria are expressed as the total
amount of papers per year (-®-), and separated by all continents: (- ® -) North America,

(-4 -) Europe, (-x-) Asia, (-x-) Oceania, (-®-) Latin America and (-|-) Africa.

Figure 2 — Leading countries in Europe and Asia. A) Total number of European hES cell

publications per year. B) Total number of Asian hES cell publications per year.

Figure 3 — Description in peer-reviewed journals of new derived and most used
human embryonic stem cell lines. A) Total cell lines described in the world over the
years. B) The most published groups of hES cell lines: (-¢-) H group, (- ® -) BG group,
(-4-) HES group, (-x-) HUES group, (-x-) HSF group and (-®-) other groups. C)

Percentage of the groups of cell lines used in different continents: (®) H group, (®) BG
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group, (®) HES group, (®) HUES group, (®) HSF group and (®) other groups. Numbers are

expressed as the total amount of papers containing cell line information.

Figure 4 — Fundamental components for growing hES cells. A) Different substrates of
adhesion: (-¢-) MEF, (- ® -) Matrigel, (-4-) Human feeders, (-x-) STO, (-x-) Others. B)
Media used in the hES cell culture: (-¢-) DMEM/F12, (- ® -) KO-DMEM, (-4 -) DMEM,
(-x-) VitrohES, (-x-) mTeSR1 and (-®-) others. C) Serum and/or serum replacement used as
supplement: (-¢-) FBS, (- ® -) KSR, (-4-) FBS + KSR, (-x-) human serum. Numbers are

expressed as the total amount of papers with enough information per year.

Figure 5 — FGF-2 concentrations and other factors used in the hES cell culture. A) The
most used FGF-2 concentrations to culture hES cells: (-#-) 4 ng/mL, (- ® -) 5 ng/mL, (-4-)
8 ng/mL, (-x-) 10 ng/mL, (-x-) 12 ng/mL, (-®-) 20 ng/mL, (-+-) 40 ng/mL and Others.
B) Analysis of FGF concentrations used to culture hES cells in feeder-free conditions: (™)
with MEF conditioned medium, (®) fresh medium, without conditioning by MEFs. C)
Other factors added in the hES cell culture: (-¢-) LIF, (- ® -) ITS, (-4-) TGF-f, (-x-)
activin A, (-x-) heparin, (-®-) noggin. Numbers are expressed as the total amount of papers

with enough information per year.

Figure 6 — Propagation methods for culturing hES cells. Numbers are expressed as the
total amount of papers containing each technique per year. (-¢-) mechanical, (-®-)
Collagenase, (-4 -) Trypsin, (-x-) Dispase, (-x-) Cell dissociation buffer, (-®-) TrypLE, (-|-)

Others.
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Figure 1 — Distribution of hES cell publications worldwide.
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1  Figure 2 — Leading countries in Europe and Asia.
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Figure 3 — Description in peer-reviewed journals of new derived and most used

human embryonic stem cell lines.
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Figure 4 — Fundamental components for growing hES cells.
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Figure 5 — FGF-2 concentrations and other factors used in the hES cell culture.
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Figure 6 — Propagation methods for culturing hES cells.
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Table 1 — Journals and the total number of articles analyzed on the survey. The journals are listed in descending order of number of publications.

Journal (# articles)

Journal (# articles)

Journal (# articles)

Journal (# articles)

All Journals (750)

Cell (3)

ACS Chemical Biology (1)

Journal of Neuroimmunology (1)

Stem Cells (177)

Circulation (3)

Acta Haematologica (1)

Journal of Neuroscience (1)

Stem Cells and Development (62)

Development Growth and Differentiation (3)

AIDS Research and Therapy (1)

Journal of Neurosurgery (1)

Nature Biotechnology (38)

Experimental Biology and Medicine (3)

Am. J. Physiol. Heart Circulatory Physioloogy (1)

Journal of the American College of Cardiology (1)

PNAS (31) International Journal of Developmental Biology (3) American Journal of Pathology (1) Journal of Thrombosis and Haemostasis (1)
BBCR (20) Journal of Anatomy (3) Antioxidants and Redox Signaling (1) Journal of Translational Medicine (1)
Blood (20) Journal of Neurochemistry (3) Biochemical and Pharmacology (1) Journal of Virology (1)

Human Reproduction (20)

Molecular and Cellular Proteomics (3)

Biochimica et Biophysica (1)

Leukemia Research (1)

Cloning and Stem Cells (16)

Nature Genetics (3)

Biomacromolecules (1)

MHR-Basic Science of Reproductive Medicine (1)

Cell Stem Cell (15)

Nucleic Acids Research (3)

Bioprocess and Biosystems Engineering (1)

Molecular Biotechnology (1)

PLoS ONE (15)

Arteriosclerosis Thrombosis and Vascular Biology (2)

Bioscience Reports (1)

Molecular and Cellular Biology (1)

BMC Developmental Biology (9)

Artificial Organs (2)

Biotechniques (1)

Molecular and Cellular Neuroscience (1)

Experimental Hematology (9)

BMC Neuroscience (2)

Biotechnology Letters (1)

Molecular Biology of the Cell (1)

Nature Methods (9) Cancer research (2) BMC Biology (1) Molecular Cancer (1)
Nature Protocols (9) Chromosome Research (2) BMC Cell Biology (1) Molecular Medicine (1)
Human Molecular Genetics (8) Development (2) Brain (1) Nano Letters (1)
Differentiation (7) Diabetes (2) British Journal of Pharmacology (1) Neuropsychopharmacology (1)
Fertility and Sterility (7) DNA Repair (2) Cell Cycle (1) Osteoarthritis and Cartilage (1)

Journal of Visualized Experiments (7)

European Journal of Cardio-thoracic Surgery (2)

Cell Tissue (1)

PLoS Computational Biology (1)

Tissue Engineering (7)

Experimental and Molecular Medicine (2)

Cells Tissues Organs (1)

PLoS Medicine (1)

Biomaterials (6)

Experimental Cell Research (2)

Chemistry and Biology (1)

Reproduction (1)

Cell Biology International (6)

FASEB Journal (2)

Cryobiology (1)

Reproductive Toxicology (1)

Journal of Biotechnology (6)

FEBS Letters (2)

Current Biology (1)

Retrovirology (1)

The Journal of Biological Chemistry (6)

Genome Biology (2)

Development and Disease (1)

RNA (1)

Cell Research (5)

Genome Research (2)

Development/Plasticity/Repair (1)

Stem Cell Research (1)

Circulation Research (5)

Journal of Biomedical Science (2)

Endocrinology (1)

Swiss Medical Weekly (1)

Developmental Biology (5)

Journal of Immunology (2)

European Journal of Neuroscience (1)

The American Journal of Human Genetics (1)

Developmental Dynamics (5)

Journal of Molecular and Cellular Cardiology (2)

Experimental Eye Research (1)

The EMBO Journal (1)

Molecular Human Reproduction (5)

Journal of Proteome Research (2)

Frontiers in Neuroanatomy (1)

The International Journal of Development Biology (1)

Nature (5)

Journal of Structural Biology (2)

Future Medicine (1)

The Journal of Cell Biology (1)

Nature Medicine (5)

Lab. on a Chip (2)

Genes to Cells (1)

The Journal of Clinical Investigation (1)

Biology of Reproduction (4)

Life Sciences (2)

Glycobiology (1)

The Journal of Experimental Medicine (1)

BMC Genomics (4)

Molecular and Cellular Neuroscience (2)

Hybridoma (1)

The Journal of Microbiology (1)

Cell Transplantation (4)

Nature Cell Biology (2)

Immunity (1)

The Journal of Physiology (1)

Experimental Neurology (4) PLoS Genetics (2) In Vitro Cell Developmental Biology (1) The New England Journal of Medicine (1)
Journal of Cell Science (4) Proceedings of the 2005 IEEE (2) International journal of Andrology (1) Theriogenology (1)
Molecular Therapy (4) Science (2) International Journal of Medical Sciences (1) Tissue and Cell (1)

Neuroscience Letters (4)

The American Society of Gene Therapy (2)

Journal of Cellular and Molecular Medicine (1)

Toxicological Sciences (1)

Regenerative Medicine (4)

The Lancet (2)

Journal of Cellular Physiology (1)

Transplant Immunology (1)

Brain Research (3)

Yonsei Medical Journal (2)

Journal of Molecular Signaling (1)

Zygote (1)




Table 2 — Description of the most used protocols for H1 and H9 cell lines.

Protocols for H1 cell line
. Serum or FGF
Substrate Medium . Passage Occurence
Replacement Concentration
MEF DMEM/F12 KSR 4ng/mL Collagenase 19
MEF KO-DMEM KSR 4ng/mL Collagenase 10
Matrigel KO-DMEM KSR 4ng/mL Collagenase 5
Protocols for H9 cell line
. Serum or FGF
Substrate Medium . Passage Occurence
Replacement Concentration
MEF KO-DMEM KSR 4ng/mL Collagenase 19
MEF DMEM/F12 KSR 4ng/mL Collagenase 6
MEF DMEM/F12 KSR 4ng/mL Mechanical 5
MEF DMEM/F12 KSR 4ng/mL Unknown 5
MEF KO-DMEM KSR 4ng/mL Unknown 4
Protocols for H1 + H9 cell lines
Substrate Medium Serum or FGF . Passage Occurence
Replacement Concentration
Matrigel KO-DMEM KSR 4ng/mL Collagenase 11
MEF DMEM/F12 KSR 4ng/mL Collagenase 9
Matrigel KO-DMEM KSR 8ng/mL Collagenase 6
MEF DMEM/F12 KSR 4ng/mL Dispase 4




Table 3 — Percentage of publication of the different parameters analyzed in 2008 and January to August, 2009. To compare the data obtained in the
first 8 months of 2009 with the whole year of 2008, the values were expressed in percentage of publication. A) Total publications per continent. B) Groups

of cell lines. C) Substrates of adhesion. D) Basal media. E) Serum and/or serum replacement. F) FGF concentrations. G) Propagation methods.

North America Oceania South America

46.4 28.1 22.3 3.1 0

45.1 5.2 0.5

Matrigel Human Feeder STO Others

65.5 18.3 10 3.9 2.2

16.4

DMEM/F12

KO-DMEM

DMEM

mTesR1

VitrohES

Others

45.4

43.8

6.5

1.6

0.5

2.2




FBS+KSR

Human serum

6.3

90.8

2.3

0.3

4.3

10ng/mL

0

62.9

4.5

10.7

14

7.9

9.5

Mechanical Collagenase Trypsin Dispase Others
2008 26.2 46.1 16.2 6.8 4.7
2009 26.9 53.1 8.1 8.8 31




2) ESTABELECIMENTO DA CULTURA PRIMARIA DE FIBROBLASTOS
EMBRIONARIOS MURINOS - MEFs

O manuscrito sobre os protocolos mais usados para o cultivo das células-tronco
embriondrias nos mostrou que ha uma grande variedade nas combinagdes dos fatores e
substratos que as mantém pluripotentes, o que dificulta a comparagdo entre os
resultados até mesmo para uma linhagem especifica. Desta forma, iniciamos nosso
trabalho estabelecendo, ponto a ponto, as melhores condigdes para o cultivo das hES.

Inicialmente, produzimos MEFs a partir de embrides (E13,5) da cepa de
camundongos C57/Black6, cepa disponivel em nosso laboratério e utilizada para o
cultivo de hES (Figura 11). Na Figura 12 podemos observar diferentes gradientes de
concentragdo do indculo de MEFs produzidas no laboratério. As células foram
plaqueadas em placas de 6 pogos (9 cm®, TPP) e cultivadas por 24 h. A confluéncia
ideal de 85% para receber as células-tronco embrionarias humanas foi obtida com o
inéculo de 2,5x10° células/9cm® como representado na figura 12E. Antes do
plaqueamento de células-tronco embrionarias, as MEFs sdo inativadas mitoticamente
com mitomicina C (10 pg/mL) para parada do ciclo celular. A fun¢do das MEFs como
camada alimentadora ¢ fornecer matriz organizada além de liberar e estabilizar os

fatores importantes para manutencao das células-tronco embrionarias.
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Figura 11 — Numero de publicag¢des relatando o uso das diferentes cepas de fibroblastos
embrionarios murinos (MEFs) para o cultivo das células-tronco embrionérias.
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Figura 12 - Aspecto geral das culturas de MEFs inoculadas em diferentes
concentragdes apds 24h de cultivo. As células foram inoculadas em placas de 12 pocgos
pré-tratadas com gelatina nas seguintes concentragdes: A) 2x10* células; B) 4x10*
células; C) 6x10* células; D) 8x10* células; E) 1x10° células e F) 1,2x10° células.
(Barra de calibragdo de 100um).
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3) CULTIVO DE CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS MURINAS
Tradicionalmente, o estudo das metodologias de cultivo de células-tronco
embriondrias murinas favoreceram o entendimento do comportamento e manuten¢do
das células-tronco embrionarias humanas (Ginis et al., 2004, Moon et al., 2006,
Mountford, 2008). Com o intuito de aprender sobre o cultivo de células pluripotentes
sobre MEFs, células-tronco embriondrias murinas da linhagem USP-1 foram plaqueadas
sobre MEFs, inativadas com 24h de antecedéncia. A figura 13 ilustra o cultivo das mES
(passagem 25) apds 3 dias em cultivo. A morfologia arredondada das colonias com
borda bem definida, ndo apresentando distincdo de cada célula dentro da coldnia ¢

caracteristica de mES pluripotentes (Friel et al., 2005, Ginis et al., 2004).

Figura 13 — Fotomicrografia de contraste de fase indicando a morfologia das coldnias
de células-tronco embriondrias murinas (passagem 25). Ap6s 3 dias em cultivo sobre
MEFs inativadas, podemos observar colonias com caracteristicas morfologicas
indiferenciadas (seta vermelha) e colonias em inicio de diferenciagcdo (seta amarela).
Aumento 10x.
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Para caracterizar a pluripotencialidade das mES, realizamos imunocitoquimica
para OCT-4, SSEA-1 e SOX-2 nas colonias cultivadas em laminulas pré-tratadas com
gelatina (2%) sobre a monocamada inativada de MEFs. A figura 14 indica as marcacdes
positivas para os trés marcadores especificos citados acima. Para confirmar os
resultados obtidos pela imunocitoquimica, também foi realizado PCR qualitativo. A
figura 15 indica que as mES, por nos cultivadas, expressam os fatores de transcrigao
Oct-4, Nanog e Sox-2, ou seja, a pluripotencialidade das células foi mantida apos 3

meses de cultivo.

100um

Figura 14 — Imunocitoquimica para marcadores de pluripotencialidade de mES. Apds 3
meses de cultivo sobre MEFs inativadas com mitomicina C (10 pg/mL), as colonias
mantiveram as maracagdes para: A) SOX-2; B) OCT-4; C) SSEA-1 e D) sobreposi¢ao
da marcacao nuclear de OCT-4 e de superficie celular SSEA-1. Barra de calibracdo de
100 pm.
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Oct-4 177 bp
Nanog 213 bp
Sox-2 335 bp
GAPDH 571 bp

Figura 15 — PCR para detec¢do dos genes marcadores de pluripotencialidade em
células-tronco embrionarias de camundongo em MEFs inativadas com mitomicina C
(10 pg/mL) ap6s 3 dias de cultura. O RNA total foi extraido ap6s 1 més de cultivo e a
amplificacdo do material foi realizada pela utilizacdo de primers especificos para os
fatores de transcri¢ao, Oct-4, Sox-2 e Nanog. GAPDH foi utilizado como controle
interno da reacdo (controle constitutivo) e a coluna —RT indica o controle negativo da
reacao.

Existem basicamente duas maneiras de se avaliar a capacidade das mES de se
diferenciar em células dos trés folhetos embrionarios: in vitro, com a formacdo dos
corpos embridides e in vivo, através da formagdo de teratomas em sistemas
imunosuprimidos (Bodnar et al., 2004, Loring and Rao, 2006, Kurosawa, 2007).

Além de proporcionar interagdes multicelulares (Kurosawa, 2007), a estrutura
em trés dimensdes dos corpos embridides mimetiza a programacao de diferenciacao
especifica e o padrao de expressao gé€nica observado durante a embriogénese (Zhou et
al., 2005). O cultivo em suspensao no interior de placas nao aderentes e na auséncia das
MEFs ¢ a maneira mais utilizada para a formagao dos corpos embridides. A figura 16
ilustra os EBs cisticos gerados apos 2 dias de formacdo. Através de imunocitoquimica
de cortes histologicos dos EBs, observamos a diferenciacdo para os trés folhetos

embrionarios, com marcagao positiva para: actina de musculo liso — AML (mesoderma),

alfa-feto proteina — AFP (endoderma) e nestina (ectoderma) (Figura 17).
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Figura 16 — Fotomicrografia de corpos embridides formados a partir das células-tronco
embriondrias murinas. Os EBs foram mantidos em suspensdo por 2 dias em meio-EB,
na auséncia de MEFs. Barra de calibracao: 100 pm.

Controle Negativo Mesoderma - AML

50um
I

Ectoderma - nestina

Endoderma - AFP

Figura 17 — Imunocitoquimica para marcadores dos trés folhetos embriondrios
realizada em cortes de EBs murinos (10pum). A) Controle negativo (inserto: marcagao
nuclear para DAPI); B) Actina de musculo liso - AML (mesoderma), C) Alfa-feto
proteina - AFP (endoderma) e D) nestina (ectoderma). Barra de calibragdo: 50 pm.
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Para avaliar a diferenciagdo para o perfil neural, EBs foram plaqueados em
superficies aderentes em meio de indugdo neural contendo FGF-2 e complemento N2
(Figura 18). As células apresentaram migragdo e marcagao para nestina (marcador de

progenitor neural) e TUJ-1 (marcador de neurdnio jovem).

Nestina

Figura 18 — Diferenciagao de EBs em fen6tipo neural apos plaqueamento em superficie
aderente. A) Imunocitoquimica para nestina (progenitor neural) ¢ B) Imunocitoquimica
para Tuj-1 (neurdénio jovem). Barra de calibragao: 100 pm.

A diferenciacao nos trés folhetos embrionarios in vitro pela formagao de corpos
embriodides ¢ limitada. Células em cultura ndo sdo expostas a todos os fatores presentes
in vivo da mesma forma que células injetadas em sistemas imunosuprimidos. Desta
forma, a diversidade de tipos celulares e organizagao encontradas em teratomas ¢ maior
que a variedade de fendtipos celulares encontrados em cortes de EBs (Cooke et al.,
2006). Por esta razao, o ensaio de indugdo de teratomas pela inje¢do das células-tronco
embrionarias in vivo ¢ considerado como prova definitiva de pluripotencialidade
(Loring and Rao, 2006).

Seguindo esse raciocinio, a pluripotencialidade das mES foi confirmada in vivo
apos a injecdo de ~1x10* de células pluripotentes na regido intra-vitrea em olhos de

camundongos da linhagem C3H Hej previamente anestesiados com xilasina/quetamina.
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Esse trabalho foi realizado em colaboracdo com a aluna de mestrado Roberta P. M.
Guimaraes, do Laboratério de Neurdgenese, Instituto de Biofisica, UFRJ. Vale ressaltar
que os olhos sdo oOrgdos imunoprivilegiados, e formam ambiente semelhante ao de
camundongos NUDE. Apoés 8 semanas, o tecido ocular foi emblocado em parafina e
feita a histologia. A figura 19 ilustra cortes histolégicos de olho normal (19A),
morfologia alterada do olho (19B) e os diversos tipos de tecidos gerados (19D-I),
indicando a diferenciagdo para endoderma (ex: células do epitélio glandular),
mesoderma (ex: células do tecido muscular) e ectoderma (ex: células do tecido

nervoso), caracteristicos de tumores do tipo teratoma.

Figura 19 — Histologia do teratoma formado na regido ocular de camundongos apés 8
semanas da inje¢do de mES. A) Morfologia normal do olho, B) morfologia alterada do
olho causada pela injecao das células, C) Teratoma em menor aumento, D-I) Maior
aumento da formacao do teratoma, indicando a diferenciagdo das mES para tecidos dos
trés folhetos embrionarios. (Dissertagdo de mestrado, Roberta Guimaraes, Instituto de
Biofisica — UFRJ, 2009).
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4) CULTIVO DE CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS HUMANAS EM
PLACAS ESTATICAS

Apos o dominio do cultivo de mES, o passo seguinte foi estabelecer o cultivo de
células-tronco embrionarias humanas. Trés diferentes linhagens de hES foram
manipuladas em nosso laboratério e as primeiras a serem descongeladas foram da
linhagem HUES 3 em MEFs inativadas, ambas provenientes de Harvard (Cowan et al.,
2004) (Figura 20). As células foram cultivadas em meio DMEM-KO (knockout-
Dulbecco's Modified Eagle Medium), 20% de KSR e 8 ng/mL de FGF, conforme
instrucdes do manual de cultivo proprio para essa linhagem que pode ser obtido através

do site http://www.mcb.harvard.edu/melton/HUES/HUES manual.pdf. Apds cinco dias

em cultura, colonias pluripotentes foram observadas, levando-se em consideracdo as
seguintes caracteristicas: colonias brilhantes e com borda bem visivel e definida

(Bodnar et al., 2004, Kim et al., 2005).

Figura 20 - Fotomicrografia ilustrando a morfologia de coldnias de células-tronco
embrionarias humanas (HUES 3) apos 6 dias de cultivo. Aumento de 10x.
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No sétimo dia de cultivo, quando as células estavam prontas para passagem, as
colonias comecaram a soltar da placa, possivelmente pelo crescimento inesperado das
MEFs (Xie et al., 2005). Diante da possibilidade das MEFs importadas ndo terem sido
devidamente inativadas, passamos a utilizar exclusivamente MEFs estabelecidas no
laboratorio, utilizadas originalmente para manter as células-tronco embrionarias
murinas pluripotentes.

A segunda linhagem de células-tronco embrionarias humanas descongelada foi
HUES 1. Apo6és 7 dias em cultura, foi possivel visualizar varias colonias,
morfologicamente pluripotentes, segundo o critério mencionado acima (Figura 21A).
Inicialmente, a passagem manual foi realizada. E um tipo de passagem onde ocorre
transferéncia seletiva das células ndo diferenciadas onde € possivel evitar surgimento de
aneuploidia (perda/ganho de cromossomos) in vitro (Hovatta et al., 2003, Park et al.,
2004, Inzunza et al., 2005, Oh et al., 2005). Apods algumas passagens manuais (5
passagens), foram observadas diferencas morfoldgicas nas colonias (Figura 21B) assim

como um menor rendimento em recuperacao e formagao de novas colonias.

Figura 21 - Fotomicrografia da morfologia de colonias de células-tronco embriondrias
humanas (HUES 1) apdés uma semana de cultivo. Indicagdes de diferenciagao
espontanea nas colonias: A) Perda de delimitacdo da borda da colonia (seta amarela) e
B) Escurecimento das células no interior da colonia (seta vermelha). (Barra de
calibra¢do: 100 um).
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Existem mais de 150 linhagens de células-tronco embrionarias humanas
publicadas em artigos cientificos e 700 anunciadas online. As mais usadas sio as células
derivadas por James Thomson e colaboradores em 1998 (Thomson et al., 1998), aqui
chamadas “grupo das Hs”, sendo a Hl e H9 as mais citadas (Fernandes et al., 2009,
submetido). Escolhemos trabalhar com a linhagem H9, pois sua utilizagao possibilitaria
comparag¢do de nossos resultados com a maioria dos grupos de pesquisa internacionais.

Especificamente para o cultivo da H9 ha mais de 95 protocolos publicados
(Fernandes et al., 2009, submetido). Levando em consideragdo todas as combinagdes de
fatores, soro e/ou substituinte de soro e meio de cultivo utilizados na literatura para a
H9, optamos por descongelar as células H9 em DMEM/F12 suplementado com 20% de
KSR, 8 ng/mL de FGF-2, sem adi¢cdo de outros fatores, tais como TGF-f, LIF, entre
outros. Nossa escolha se mostrou acertada uma vez que, ap6s 3 dias em cultura, ja era
possivel observar colonias de hES-H9. Apo6s um periodo de 5 dias, as células foram

repicadas com TryplE™. A figura 22 ilustra células indiferenciadas da linhagem H9.

Figura 22 - Fotomicrografia em Hoffman de coldnias de células-tronco embrionarias
humanas H9 cultivadas sobre MEFs inativadas: A) hES apos 2 dias de cultivo e B) hES
apos 4 dias de cultivo. Aumento 10x.
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No segundo semestre de 2008, uma linhagem de células-tronco embrionarias foi
derivada pelo grupo de pesquisa da prof. Dra. Lygia Pereira (USP/SP). Essas células,
chamadas de BRI, foram isoladas sem a presenca das MEFs, sendo mantidas em
matrigel com meio comercial mTeSR1. Na figura 23, podemos observar o crescimento
de colonias de BR1 cultivadas em matrigel e imunocitoquimica para marcadores de
pluripotencialidade (OCT-4, SSEA-4, TRA 1-60, SOX-2) e antigeno nuclear humano
(HNA), respectivamente. E importante ressaltar que quando as células foram cultivadas
em matrigel, a passagem manual, se mostrou mais adequada. E descrito na literatura que
células isoladas (single cell) podem apresentar dificuldade em manter a
pluripotencialidade e formagdo de colonias (Amit et al., 2000, Bodnar et al., 2004).

Apés cultivo inicial em matrigel, transferimos as BR1 para o cultivo
estabelecido em nosso laboratorio sobre monocamada de MEFs em meio DMEM/F12
suplementado com 20% de KSR e 8 ng/mL de FGF-2. A figura 24 ilustra a adaptacdo
das BR1 para esse sistema, indicando que o protocolo de cultivo de nosso laboratoério,
pode ser utilizado para manter também essa linhagem de células-tronco embriondrias

humanas.
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100um

SSEA-4

TRA-1-60 Human Nuclei antigen

Figura 23 — Analise da morfologia e pluripotencialidade de colonias de BR1 cultivadas
em matrigel em meio mTeSR1, aumento 10x. (A) Fotomicrografia em Hoffman
indicando morfologia da colonia. Imunocitoquimica para os seguintes marcadores: B)
OCT-4; C) SSEA-4, D) SOX-2, E) TRA1-60 ¢ F) HNA (antigeno nuclear humano),
barra de calibracao 100 pm.

Figura 24 — Fotomicrografia em Hoffman de col6nias de BR1 cultivada em MEFs em
meio DMEM/F12 suplementado com 20% de KSR e 8 ng/mL de FGF-2, aumento 10x.
A) MEFs inativadas com mitomicina C (10 ng/mL); B e C) Dois exemplos de colonias
de BR1 apo6s 7 dias de cultivo.
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5) DIFERENCIACAO DE CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS HUMANAS
EM PROGENITORES NEURAIS

Ha grande expectativa sobre hES como pec¢a chave tanto na substituicdo de
células e tecidos danificados assim como na secrecdo de fatores importantes no
ambiente lesado, sendo importante ferramenta no estudo de desenvolvimento e teste de
novos farmacos (Mountford, 2008). Nosso laboratdrio tem interesse na diferenciacdo de
células-tronco embrionarias humanas em progenitores neurais com o intuito de utiliza-
las em modelos pré-clinicos de lesdo medular, doenca de Parkinson e em aplicagdes
biotecnoldgicas.

Para isso, foi testado um protocolo de diferenciagdo em fendtipo neural
(adaptado de Yeo et al. 2007). EBs humanos provenientes do cultivo em placas
estaticas, formados ap6s 7 dias em suspensdo em placas nao aderentes (na auséncia de
FGF-2), foram colocados em placas aderentes em meio DMEM/F12 suplementado com
FGF-2 (20 ng/mL), 1% de N2 e 5% de SFB. Apds 4 dias observamos raio de migragao
celular de ~400 pum medido a partir da borda do EBs (Figura 25A). Apds 7 dias,
observamos maior migragdo celular (1000 pm), representando 2,5 mais migragao
quando comparado ao quarto dia (Figura 25B). Por imunocitoquimica, observamos
marcagdo para nestina, indicando a presenca de progenitores neurais (Figura 26). Esses
resultados apesar de indicarem a formacdo de progenitores neurais ndo sdo definitivos,
uma vez que dados preliminares do nosso laboratorio indicam marcagdo de nestina

mesmo em colonias indiferenciadas de hES.
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Figura 25 — Fotomicrografia em contraste de fase para analise da migragao celular de
EBs (H9) em placas aderentes. A) Migracao celular observada apds 4 dias de cultivo e
B) migracao observada apds 7 dias cultivo. A troca de meio neurobasal foi realizada a
cada dois dias. Barra de calibragdao: 100 pm.

100um

Figura 26 — Andlise da diferenciacdo das células-tronco embrionarias humanas para
progenitores neurais apds plaqueamento de EBs em meio neurobasal por 7 dias. (A)
Imunocitoquimica para o marcador nestina ¢ B) Sobreposi¢do dos nucleos marcados
com DAPI (azul) e células nestina positivas (vermelho). Barra de calibragdao: 100 um.
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6) CULTIVO DAS CELULAS-TRONCO EMBRIONARIAS HUMANAS EM
SISTEMAS AGITADOS DO TIPO SPINNER

Uma das limitagdes para a utilizagdo das células-tronco embriondrias humanas
em terapia de doencas degenerativas ¢ a quantidade de células obtidas pelos métodos
convencionais (Mountford, 2008). Por esta razdo, a possibilidade de cultivo em larga
escala de maneira que as células se mantenham pluripotentes e com suas caracteristicas
intrinsecas inalteradas ¢ crucial. O cultivo de mES em spinners revelou detalhes
importantes sobre rotacdo, troca de meio, inoculo celular que pudemos utilizar no
cultivo de hES (o artigo em anexo foi realizado em colaboracdo com Paulo André
Nobrega Marinho, aluno de doutorado da prof. Leda Castilho, COPPE — UFRJ, aceito
para publicacdo 14 de agosto de 2009).

O sistema de cultivo de hES, em frascos agitados utilizando microcarregadores
revestidos de colageno como substrato de aderéncia proporcionou alcangar 10* células
pluripotentes com caridtipo estavel. Esses dados representam aproximadamente 70
vezes mais células do que podemos obter em placas estaticas com os custos reduzidos
pela metade. Além disso, células provenientes dos spinners foram capazes de formar
EBs e de se diferenciar nos trés folhetos embriondrios da mesma forma que EBs
provenientes de cultivo em placas estaticas.

A cinética de crescimento, caracterizagdo das células hES-H9 quanto ao
cariotipo, pluripotencialidade e capacidade de diferenciacdo nos trés folhetos, tanto em
placas estaticas quanto apos o cultivo em sistemas agitados, sdo apresentados a seguir

(Fernandes et al., 2009b).
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Introduction

Human embryonic stem (hES) cells have an unlimited
capacity for self-renewal and the ability to differentiate into
all cell types (1). These cells are of great interest for cell
therapy and regenerative medicine (2,3) as well as for high
throughput drug screening (4,5). Both applications, how-
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ever, still represent a challenge, mainly because of techni-
cal limitations in scaling-up stem cell cultures (6,7). Stirred
culture systems, such as the rotary RCCS™ bioreactor
used by Chen et al. (8) and the spinner flasks employed by
Fok and Zandstra (9), represent a significant improvement
in culture techniques compared to static systems, as they
offer several advantages in the scale-up process, includ-
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ing: 1) a controlled environment leading to a homoge-
neous culture, 2) simplicity of handling, and 3) less sus-
ceptibility to contamination (10). Indeed, bioreactors have
been used in a variety of bioprocesses, such as cell
expansion (11-14) and protein and virus production (15-
17).

We investigated here the cultivation of hES cells in a
stirred system with commercial dextran-based microcarri-
ers coated with denatured collagen (Cytodex™ 3), which
provide an increased surface area for cell adhesion (18).
Although microcarriers have been described for culturing
stem cells from both animals (12,19) and humans (20-22),
to our knowledge, this is the first description of the use of
microcarriers, without coating with mouse fibroblasts or
Matrigel™, that successfully scaled-up human embryonic
stem cell production in a stirred culture system. The culti-
vation method presented here will facilitate expansion of
hES cells needed for cell therapy, research and industrial
applications.

Material and Methods

Undifferentiated H9 human embryonic stem cells
(WiCell Research Institute, USA), which are so far the most
frequently used hES cell line (23), were initially cultured in
6-well plates on inactivated mouse embryonic fibroblasts
(MEFs) (Hygeia Biotech, Brazil) in hES cell medium, which
consisted of high-glucose DMEM/F12 medium supple-
mented with 20% Knockout™ Serum Replacement (KSR),
200 mM 2% glutamine, 55 mM 0.2% 2-mercaptoethanol,
1% non-essential amino acids (all from Gibco Invitrogen
Corporation, USA), and 8 ng/mL fibroblast growth factor-2
(FGF-2, R&D Systems, UK).

For the stirred cultures, spinner flasks of 125-mL nomi-
nal volume (Techne, USA) were used. Cytodex™ 3 micro-
carriers (GE Healthcare, UK) were prepared according to
manufacturer instructions. In each spinner, 18 mL MEF-
conditioned medium (MEF-CM) supplemented with 8 ng/
mL FGF-2 and a total of 1.2-1.5x 107 cells dissociated from
plates with TrypLE™ (Gibco Invitrogen Corporation) were
inoculated onto 0.18 g of microcarriers suspended in 6 mL
PBS remaining from the washing steps. hES cells adhered
to the beads overnight under an intermittent agitation
regime (cycles of 3 min/40 rpm followed by 27 min with no
agitation). Then, 42 mL MEF-CM supplemented with 8 ng/
mL FGF-2 was added, resulting in a final volume of 66 mL,
a microcarrier concentration of 2.7 g/L and an inoculum
density of 2.0-2.5 x 10° cells/mL. MEF-CM was obtained
using hES cell medium without FGF-2, conditioned for
24 h by confluent MEFs in 75-cm? T flasks. hES cells were
then cultured under continuous agitation (60 rpm) for 15
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days, with daily exchange of 30 mL (45%) of medium. To
exchange the medium, agitation was stopped for a short
period to allow the microcarrier beads to settle and 30 mL
of supernatant was easily withdrawn. Daily aliquots of
1 mL were taken under agitation, centrifuged to remove
the supernatant, incubated with crystal violet solution (1 h),
and vortexed vigorously, followed by counting the released
nuclei using a hemocytometer, as described previously for
microcarrier cultures (24).

Control experiments were carried out in 6-well plates (9
cm? each well), which are the kind of static plates most
frequently used to culture hES cells, using a feeder layer of
inactivated MEFs. Each well was initially filled with 5 mL of
medium, which was completely exchanged for 4 mL of
fresh medium at 48 and 72 h. A sufficient number of wells
were inoculated to permit daily sampling of cells from 2
wells by detaching them with TrypLE™. All culture experi-
ments were carried out in duplicate.

In order to assess spontaneous differentiation through
embryoid body (EB) formation, cells growing in static plates
were dissociated with TrypLE™ and those from spinner
cultures were detached from microcarriers also using
TrypLE™. Approximately 4 x 10° cells were plated onto
non-adherent dishes (60 mm) in 7 mL hES cell medium
supplemented with 15% KSR without FGF-2 for 7 days, in
order to obtain complete EB formation, with medium being
changed every other day. Next, EBs were fixed in 4%
paraformaldehyde (PF), embedded in Tissue Tek® OCT
compound and 10-um sections were prepared with a cry-
ostat.

Immunocytochemistry against the transcriptional fac-
tor Oct-4 (Santa Cruz Biotechnology Inc., USA; Mouse-
1:100), the specific cell surface marker SSEA-4 (Chemi-
con-Temecula, USA; Mouse-1:100), and the proteoglycan
recognized by the antibody TRA 1-60 (Chemicon-Temec-
ula; Mouse-1:100) was performed before, during and after
submitting cells to the stirred microcarrier culture. The
spontaneous EB differentiation assay was performed prior
to and after microcarrier culture by re-plating cells de-
tached from microcarriers with TrypLE™ on inactivated
MEFs. Immunocytochemistry against markers from the
three germ layers was performed in slices of these EBs
using antibodies against alphafetoprotein (AFP; Rabbit:
1:100; Chemicon-Temecula), alpha smooth muscle actin
(a-SMA; Mouse: 1:400; Sigma-Aldrich Sweden AB) and
nestin (Mouse: 1:100; Chemicon-Temecula) for the endo-
derm, mesoderm and ectoderm, respectively. Briefly, hES
cells were fixed with 4% PF for 30 min and permeabilized
with Triton X-100. Non-specific epitopes were blocked with
5% bovine serum albumin (BSA) for 1 h. Primary anti-
bodies were incubated for 1 h and the secondary anti-
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bodies (Alexa Fluor 546 goat anti-mouse or anti-rabbit IgG,
1:400; Molecular Probes, Gibco Invitrogen Corporation)
for 30 min (all at room temperature). Nuclei were counter-
stained with 4'-6-diamidino-2-phenylindole and images
were obtained by fluorescence microscopy (Nikon, Eclipse
T300). Cytometric analyses were carried out using a
FACScalibur flow cytometer (BD Biosciences). Undiffer-
entiated colonies and EBs were manually dissociated and
fixed with 4% PF, washed in FACS buffer (1% BSA and
0.01% sodium azide in PBS), and blocked for 1 h with
FACS buffer. Primary and secondary antibody stainings
were performed for 1 h. Data acquisition from at least
10,000 events was performed using the CellQuest™ soft-
ware (BD Biosciences, USA) and the Summit MoFlo soft-
ware (Dako Cytomation, USA). To analyze specific pluri-
potentiality markers, the same primary antibodies as used
in immunocytochemistry, directed against Oct-4, SSEA-4,
and TRA 1-60, plus SOX-2 (Chemicon-Temecula; Rabbit:
1: 200) were used. The same primary antibodies used in
immunocytochemistry against AFP, a-SMA and nestin
were used for the evaluation of spontaneous differentia-
tion into three germ layers. Secondary antibodies were
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (Molecular Probes,
Gibco Invitrogen Corporation; 1:400) and phycoerythrin
F(ab’)2 fragment donkey anti-mouse IgG (Jackson Immuno-
Research, USA; 1:200).

Cellular ploidy was determined before and after cultur-
ing the hES cells in the spinner flasks as previously de-
scribed (25). For this assay, hES cells were incubated with
1 pg/mL Karyo MAX Colcemid (Gibco Invitrogen Corpora-
tion) for 6 h to cause mitotic arrest at metaphase. Then,
cells were detached using 0.05% trypsin/EDTA. After incu-
bation in a hypotonic solution of 75 mM KCI for 15 min,
swollen cells were fixed overnight with a methanol/acetic
acid (3:1) solution and spread onto dry slides. The number
of chromosomes was determined in 20 metaphases after
G-banding.

Results and Discussion

Human embryonic stem cells were able to adhere to
and to proliferate on commercial collagen-coated dextran
microcarriers. For the sake of process simplification and
elimination of additional animal-derived components, no
special pre-treatment of the microcarrier beads was car-
ried out, such as coating with Matrigel™ or MEF, as re-
cently proposed by Nie et al. (22).

Although cells in the spinners underwent a long lag
phase, cell growth between 120 and 340 h followed an
exponential pattern (data fitting with R = 0.989). However,
the doubling time in the exponential phase was 75 h, as
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compared to 25 hin the static plates coated with MEFs and
this could be an indication that cells need to be further
adapted to feeder-free culture conditions on microcarriers
for some passages. Nevertheless, 101 million cells were
obtained, on average, within 340 h in each spinner. The
spinner flasks used are relatively small (6.5 cm in diameter
and 14.5 cm in height) and cells can be cultivated in them
with no manipulation (except for the daily partial medium
exchange), indicating that the proposed stirred culture
technique is a promising method to scale-up hES cell
production.

As shown in Figure 1, in terms of cells per growth
surface, cells in the spinners grew to a maximum concen-
tration of 0.21 million cells/cm? (Figure 1B), which is 30%
more than the maximum concentration obtained in static
plates, 0.16 million cells/cm? (Figure 1A). However, the
most significant difference was observed in terms of cells
per volume of medium. In the spinner, a maximum concen-
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Figure 1. Kinetics of human embryonic stem cell growth cultured
in: A, 6-well plates; B, spinner flasks. Data are reported both in
terms of cells obtained per surface area available for cell attach-
ment and in terms of cell concentration per volume of medium in
the culture vessel. Data are reported as means * SE for experi-
ments in duplicate.
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tration of 1.5 x 10° cells/mL was achieved compared to
0.36 x 108 cells/mL in the static plates.

As stated earlier, daily medium exchanges (partial
exchanges in spinners and complete exchanges in plates)
were carried out. In view of this, the cell yield per total
volume of medium spent was calculated and resulted in
240,000 cells/mL in spinners versus 110,000 cells/mL in
static culture. This over 2-fold higher cell yield obtained in
the stirred system significantly decreased the costs asso-
ciated with culture medium and with expensive supple-
ments, such as FGF-2.

Figure 2. Pluripotency analysis:
A-I, immunocytochemistry of
H9 human embryonic stem cells
(P33) for Oct-4, SSEA-4 and
TRA 1-60 before, during and af-
ter cell growth in spinners. Cells
sampled from spinners were
replated onto inactivated mouse
embryonic fibroblasts and cul-
tured for 2 weeks before the im-
munocytochemical analyses
(scale bar: 100 pm). J-K, FACS
results of human embryonic
stem cells before (J) and after
(K) cell culture in spinners, for
each of the four markers ana-
lyzed (Oct-4, SSEA-4, SOX-2,
and TRA 1-60).
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To characterize the pluripotency of hES cells grown in
stirred microcarrier cultures, we evaluated the presence of
the pluripotency markers Oct-4, SSEA-4 and TRA 1-60 by
immunocytochemistry and confirmed their presence by
flow cytometry of the same markers plus SOX-2 (Figure 2).
The procedures were done before inoculating the hES
cells into the spinner bioreactors during stirred microcarrier
cultivation, and after spinner culture in the cells that were
recovered from microcarriers and re-plated onto inacti-
vated MEFs (Figure 2).

Cultures of hES cells grown on static plates have been
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Stirred microcarrier culture of hES cells

shown to maintain a stable karyotype even after long-term
culturing (26). Likewise, in the present study, using TrypLE™
to detach cells from the microcarriers (21,27), hES cells
maintained a stable karyotype after 2 weeks of cultivation
in the stirred microcarrier system (Figure 3).

Cultures of human EBs form cystic structures charac-
terized by cavitations and fluid accumulation (28) followed
by spontaneous differentiation into multiple cell types of
three germ layers (29-31). To evaluate whether cultivation
of hES cells in stirred microcarrier systems maintain these
characteristics, EBs formed either from hES cells grown on
static plates or re-plated onto MEFs after spinner culture
were compared. Spinner-cultured hES cells were able to
aggregate as EBs with diameter and morphology similar to
those of EBs derived from naive cells grown on static
cultures (Figure 4). Immunocytochemical and FACS anal-
ysis showed that, as expected, spinner-derived hES cells

Figure 4. Spontaneous differ- . 210

entiation through embryoid E A \ {
body (EB) formation: A, aver- & 140- I 1
age size of EBs; B, micro- “E’

graph of EBs formed from hu- %

man embryonic stem (hES) c 10

cells before spinner propaga- é

tion; C, micrograph of EBs 0

formed from hES cells after Before After

spinner propagation (scale
bar: 200 pm for panels B and
C). D-1, Immunocytochemistry
for AFP (endoderm), o-SMA
(mesoderm) and nestin (ecto-
derm) in EBs formed after 7
days in traditional static cul-
ture on inactivated mouse em-
bryonic fibroblasts (MEFs)
and after growth in spinner
and then re-plating onto inac-
tivated MEFs (scale bar: 100
pum for panels D-l). J, FACS
results of EB samples for
markers of the three germ lay-
ers: AFP (endoderm), a-SMA
(mesoderm) and nestin (ecto-
derm), before (red line) and
after (green line) cell growth in J

Before

After

. 1210
the spinner system. AFP =
alphafetoprotein; o-SMA = o-
smooth muscle actin. ®
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Figure 3. Karyotype analysis of cells after culture in the
microcarrier-bioreactor system. Chromosomes were stained with
Giemsa and show a normal karyotype.
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form EBs with the three germ layers (Figure 4). As previ-
ously reported (28), endodermal markers were expressed
in both the interior and exterior layers, with ectodermal
labeling being peripheral and adjacent to the endoderm
layer.

There is considerable interest in the use of agitated
systems to culture embryonic stem cells. However, no
study was able to successfully scale-up undifferentiated
hES cells using a defined microcarrier matrix. Although
some groups working with murine embryonic stem cells
have reached a higher final cell concentration in stirred
cultures than that achieved with our microcarrier-based
culture system (12,32), two important facts should be
taken into account: i) murine embryonic stem cells have a
faster cell cycle, which ultimately results in a higher prolif-
eration rate when compared to human cells (33), and ii) the
well-established culture conditions of murine embryonic
stem cells provide a good basis for their adaptation to other
culture types. It is relatively easy to make murine embry-
onic stem cells adhere to beads in suspension, whereas
hES cell culture conditions are not robust, and any changes
in these conditions may result in them ultimately losing
their pluripotentiality (9,20,34).

A.M. Fernandes et al.

Phillips et al. (21) showed that hES cells are able to
grow attached to microcarriers in a stationary environment
and presented data of a proof-of-principle experiment in
stirred spinner flasks. In that experiment, using a culture
medium containing 100 ng/mL FGF-2, they achieved a cell
concentration of 1.4 x 10° cells/mL. In the present study,
we obtained an 11-fold higher final cell concentration
(Table 1) using a 13-fold lower FGF-2 concentration, with
a consequent significant cost reduction for cell production.

Recently, Nie et al. (22) were able to culture hES cells
in stirred microcarrier systems as well. However, their
protocol required additional pre-treatment of the beads by
coating with Matrigel™ or murine embryonic fibroblasts,
raising the cost and introducing additional animal-derived
compounds into the system.

As stated earlier, our stirred microcarrier system was
able to yield 240,000 cells/mL of medium used, while in
static culture plates the yield was only 110,000 cells/mL of
medium used. As discussed by Abranches et al. (12), the
improvement in cell growth achieved in stirred microcarrier
cultures is most likely due to better oxygenation, nutrient
availability and metabolite mass transport, as well as lim-
ited microenvironmental toxicity.

Table 1. Overview of studies using microcarriers for the expansion of human embryonic stem cells and comparison with data of the

present study.

Oh and Choo (20) Phillips etal. (21)2  Phillips etal. (21)  Nie etal. (22) This study  This study
Scale-up methodology Suspension culture  Static plates with Spinner flasks Spinner flasks with Static Spinner flasks
attached to feeders ~ microcarriers with microcarriers  microcarriers (Cytodex™ plates with microcarriers
on microcarriers (Hillex-11) (Hillex-11) 3 coated with Matrigel™ (Cytodex™ 3)
(Cytodex™ 3) or MEFs)
Inoculum concentration  Not informed 3.3x105 0.6 x 105 1-2x10° 0.5x105 2-25x105
(cells/mL)
Final cell concentration Unsuccessful human 10 x 10 1.4x10° 11.2x10% 36x105  15.3x10%
(cells/mL) embryonic stem cell
growth attempt
Fold increase related to - 3 2.2 75 7.2 6.8
the inoculum
FGF-2 concentration - 100 100 4 8 8
(ng/mL)
Total medium needed to - 810 mL 1600 mL 360 mL 936 mL 420 mL
achieve 1 x 108 cells
Total vessels needed - 5 plates 10 spinner flasks 1 to 2 spinner flasks 12 plates 1 spinner flask
to achieve 1 x 108 cells
Costs based only on - $1113 $2200 $20 $108 $47

FGF-2 to achieve
1 x 108 cellsP

FGF-2 = fibroblast growth factor-2; MEFs = mouse embryonic fibroblasts. @Under the best conditions determined in the study (21).
bThe cost given for FGF-2 was the market price in Brazil for the imported product used in this study.
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Stem cell therapies require large amounts of cells
(35,36) and several protocols have been proposed in
recent years for the expansion of adult stem cell, (8,10,12,
13,19,32,37-40). The use of hES cells in cell therapy
implies that a considerable number of cells are available
for cell differentiation and subsequent transplantation. This
poses the need for scaling-up the methods currently used
for culturing these cells. The culture method proposed
here was not only able to yield a high cell concentration
and an advantageous yield of cells per volume of culture
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7) UTILIZACAO DE SI1P COMO AGENTE PROTETOR DE MORTE
CELULAR INDUZIDA POR ANISOMICINA EM CORPOS EMBRIOIDES

E essencial a caracterizagdo de compostos capazes de aumentar a sobrevivéncia
e proliferacdo das células-tronco embriondrias humanas in vitro e in vivo. Uma das
principais fungdes do SIP estd relacionada a prevencdo de apoptose (Hla, 2003).
Estudos in vitro em diferentes tipos celulares indicam que o S1P atenua, de maneira
dose dependente, a apoptose em hES indiferenciadas, (Avery et al., 2008, Pebay et al.,
2005, Wong et al., 2007); oligodendrocitos maduros (Jaillard et al., 2005) e células
endoteliais (Moriue et al., 2008). Morita e colaboradores mostraram, in vivo, que
tratamento prévio com S1P pode prevenir a morte celular de ovocitos de camundongos
apos radioterapia (Morita et al., 2000).

Neste trabalho, testamos a hipotese de que o S1P pode aumentar a sobrevivéncia
de células-tronco embrionarias humanas pré-diferenciadas em EBs, induzida por um
inibidor de sintese protéica, a anisomicina. A  anisomicina (2-para-
methoxyphenylmethyl-3-acetoxy-4-hydroxypyrrolidin, figura 27), purificada de
Streptomyces griseolus, foi descrita pela primeira vez como antibidtico usado contra
protozoarios por Sobin e Tanner em 1954 (Sobin and Tanner, 1954). Também chamada
de “Flagecidina” (Grollman, 1967) ¢ um potente inibidor de sintese protéica de células
eucariontes por se ligar a subunidades ribossomais 60S e bloquear a formacgdo de

ligagdes peptidicas (Torocsik and Szeberenyi, 2000).
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Figura 27 — Representagao estrutural da anisomicina.
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Nos ultimos anos a anisomicina foi descrita como importante indutor de
apoptose (Rehen et al., 1996, Rehen et al., 1999, Torocsik and Szeberenyi, 2000, Hori et
al., 2008, Croons et al., 2009), mas suas vias de sinaliza¢dao ainda ndo estdo totalmente
desvendadas. Trabalhos indicam morte celular via ativagdo de JNK (c-Jun N-terminal
kinase) em células da linhagem HL-60, modelo de leucemia promielocitica humana
(Stadheim and Kucera, 2002). Também ja foi relatada a ativacdo de MAPK (mitogen-
activated protein kinase) em modelos de células transformadas (Kukushkin et al.,
2008). Hori e colaboradores descreveram a ativagdo da cascata de caspases quando a
apoptose foi induzida por anisomicina em células U937 (linfoma humano) (Hori et al.,
2008). O grupo de pesquisa de Croons demonstrou que ha ativagdo da via de p38, mas
ndo de JNK e ERK 1/2, quando a anisomicina induz morte em macrofagos, tanto in
vitro quanto in vivo (Croons et al., 2009).

Em nosso trabalho, desenvolvemos um modelo onde EBs formados por 6 dias
foram tratados com S1P (1 uM) uma hora antes do estimulo de morte celular gerado
pela anisomicina (1 pg/mL). O tratamento teve duracdo de 24 horas (apds a adi¢do de
S1P aos EBs) e as andlises de quantificacdo de morte celular, proliferagdo, tamanho dos
EBs e PCR quantitativo para os receptores de S1P (S1P,.5) foram realizadas ao término
deste tempo. Nos observamos por analise de fragmentacgao in situ de DNA - TUNEL em
corpos embriodides (Figura 28A) e quantificacdo por citometria de fluxo para iodeto de
propidio (Figura 29) aumento da sobrevida das células pré-tratadas com S1P (1 uM).
Nossos dados indicam que a morte celular causada por anisomicina ¢ reduzida de 44%
para 22% quando hé o pré-tratamento com S1P, praticamente se igualando a morte do
grupo controle (16%). Da mesma forma, a morte celular basal (16%) também ¢
diminuida quando ap6s tratamento com S1P (8%), indicando o efeito anti-apoptotico do

S1P mesmo sem o estimulo de morte celular com anisomicina.
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Figura 28 — Analise de morte celular e medida de area dos EBs apds 24h de tratamento
com S1P (1 uM) e anisomicina (1 pg/mL). Microscopia confocal para caracterizacao de
morte celular em EBs identificados pela técnica de TUNEL, nos grupos controle (A),
anisomicina (1 pg/mL) (B), S1P (1 uM) (C) e S1P + anisomicina (D), aumento de 20x e
E) Quantificacio da area dos EBs (um?) através do programa Image J, onde *p<0,001
em relacao ao controle, #p<0,001 em relagdo a anisomicina e &p<0,001 em relagdo ao
S1P.
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Figura 29 — Analise por FACs de morte celular em EBs dissociados com TryplE™: (A)
Quantificacdo da morte celular (n=2) e (B) Representacdo da citometria de fluxo
indicando a protecdo celular de S1P (1 uM) frente a morte basal (controle) e induzida
por anisomicina (1 pg/mL).

61



Analisando a area dos EBs tratados com SI1P (Figura 28B), observamos
diferenga significativa entre a area dos EBs tratados com anisomicina (2135,0 + 80,08
umz) em relacdo ao EBs do grupo controle (3215,0+ 125 umz) (Figura 28B).E
interessante notar que a area dos EBs tratados exclusivamente com S1P (3695,0 +
138,80 um?) ¢ maior do que a area do grupo controle (3215,0+ 125 um?). Em relagio ao
grupo onde houve pré-tratamento com S1P (3041,0+ 103,30 pm?), notamos aumento da
area dos EBs quando comparado ao grupo tratado apenas com anisomicina (2135,0 +
80,08 pum?). Além disso, os EBs tratados previamente com SIP ndo apresentaram
diferenca de area em relacdo ao grupo controle. Os resultados descritos corroboram a
quantificacdo por FACs (Figura 29) no que diz respeito & diminui¢cdo da morte celular
nos grupos tratados com S1P em relagdo ao grupo controle e ao estimulo de morte por
anisomicina. Esses dados sugerem que, quando ha protecdo celular, a area ocupada por
um numero maior de células ¢ maior quando comparada aqueles EBs onde a morte
celular apresentou taxas altas, diminuindo o tamanho dos corpos embridides.

Neste momento, nos perguntamos se o SIP estaria envolvido também na
proliferacdo das células dos EBs uma vez que morte e proliferacdo celular sao eventos
intimamente ligados (Danial and Korsmeyer, 2004). A morte celular induzida por
estresse pode iniciar eventos de divisdo celular nas células remanescentes, que podem
responder de maneira positiva ou negativa na taxa de proliferacdo, dependendo da
célula ou tecido em questio (Fan and Bergmann, 2008). Através de analise por
incorporagao de [*H]-timidina, nossos resultados indicam que em EBs humanos tratados
com SIP existe aumento na proliferacdo celular, sendo este aumento ¢ totalmente
bloqueado pelo tratamento com anisomicina (Figura 30). Esses resultados sugerem que

o aumento da proliferacdo celular ndo faz parte de um sistema compensatério da
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apoptose, mas sim, que ¢ dependente diretamente do tratamento com o SIP, o que

corrobora os dados na literatura previamente descritos.

40000
30000
£
]
g
e 20000
E
b=
a
a
10000
o —
Controle Aniso S1pP S1P +
(lug/mL) (1uM) aniso

Figura 30 — Caracterizacdo da proliferagcdo celular em EBs tratados com S1P (1 uM) 1h
antes da adi¢do do inibidor de sintese de proteinas anisomicina (I pg/mL), analisada
pela técnica de incorporacio de [*H]- timidina (n=1).

E descrito na literatura que a expressio dos receptores S1P1, S1P2, SIP3
apresenta ampla distribui¢do tecidual tanto em humanos quanto em roedores (cérebro
embriondrio e adulto, coragdo, pulmio, etc.) e que S1P4 e SIP5 teriam expressdo
restrita a tecidos especificos (S1P4: pulmao, bago e timo e S1P5: cérebro adulto, pele e
pouca expressao no bago) (Anliker and Chun, 2004). Em células-tronco embrionéarias
humanas, foi descrita a expressdo dos receptores S1P1, S1P2, S1P3 enquanto a
expressao dos receptores S1P4 e SI1P5 parece ndo ocorrer (Inniss and Moore, 2006,
Pebay et al., 2005). Como mencionado anteriormente, ndo ha relatos na literatura do
tratamento com SIP em corpos embridides. Desta forma, fomos investigar se ha
expressao dos diferentes tipos de receptores pra SIP em corpos embridides maduros

formados por 7 dias. Nossos resultados indicam que além da expressdo dos receptores
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S1P1, S1P2 e S1P3 descritos para célula indiferenciadas, foi detectada expressdo do
S1P4 (Figura 31).

Quando avaliamos a expressdo dos receptores apos tratamento com S1P (1 uM)
e anisomicina (1 pg/mL) (Figura 32), observamos um aumento de 4x na expressao do
receptor S1P1 para o grupo tratado com anisomicina e 8x quando ha o estimulo prévio
com S1P. Em relag@o aos receptores S1P2 e S1P3, o aumento de RNA foi mais discreto
apds tratamento com anisomicina (2,7 e 2 vezes, respectivamente) em relacdo ao
controle. Houve um aumento de 2,7 vezes para o receptor SIP2 quando realizamos
tratamento prévio de 1h com S1P. Nao houve diferenca na expressdo do receptor S1P4

entre os tratamentos quando comparado ao controle.
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Figura 31 - PCR quantitativo para expressao dos receptores S1P1-5 de SIP. A
avaliagdo indica auséncia de deteccdo do receptor SIPR5 em EBs formados apds 7 dias
de cultivo.
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Amostra / Controle
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Figura 32 - Expressao dos receptores S1P1-4 de S1P em EBs controle (), tratados
com S1P (1 uM) (M), anisomicina (1 pg/mL) (" ) e SIP 1 hora antes do estimulo com
anisomicina ('), avaliada por PCR quantitativo (n=1).

Os receptores de S1P podem se acoplar a diferentes tipos de proteinas G
desencadeando fungdes biologicas diversas. Ativagdo de MAPK, realizada via proteina
Gy, pode ser disparada praticamente por todos os receptores de S1P (Anliker and
Chun, 2004). Essa via esta envolvida com a manuten¢do, aumento da sobrevivéncia,
proliferacao e pluripotencialidade das células-tronco embrionarias humanas sendo que a
via de ERK1/2 parece ser alvo do S1P nesses fenomenos (Avery et al., 2008). O efeito
anti-apoptotico do S1P (10 uM) tanto em células-tronco embrionarias humanas na
auséncia de soro (Wong et al., 2007) como em células endoteliais frente a espécies
reativas de oxigénio (Moriue et al., 2008) indicam o envolvimento da ERK1/2. Por estas
razdes, fomos investigar o possivel envolvimento de ERK1/2 na protegdo celular por
S1P nos EBs tratados com anisomicina. Nos observamos que hd o envolvimento da via
de MAPK no aumento da sobrevida das células tratadas previamente com S1P (1 uM).
A figura 33 indica a fosforilagdo de ERK1/2 no grupo tratado com anisomicina sendo

mais acentuada no grupo pré-tratado com S1P. No grupo onde ndo houve o estimulo de
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morte celular, apenas o tratamento com S1P, houve um leve sinal da fosforilacdo da

ERK1/2.
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Figura 33 — Andlise do envolvimento da via de sinalizagcdo de ERK1/2 na morte celular
em EBs tratados com S1P (1 uM) e anisomicina (I pg/mL). A) Westernblot para
fosforilacdo da ERK1/2; B) Densitometria do westernblot para p- ERK1/2 (n=2).
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DISCUSSAO

Como descrito no manuscrito (Fernandes et al., 2009, submetido) sobre os
protocolos utilizados para a manutengdo das células-tronco embriondrias, diferentes
combinagdes de substratos de adesdo tém sido utilizadas para manter células
pluripotentes: fibroblastos como monocamada alimentadora - feeder layer (murinos ou
humanos); células STO (uma linhagem derivada dos fibroblastos embrionérios murinos)
e matrigel (uma matriz complexa extraida de sarcoma murino composta basicamente
por laminina, colageno tipo IV, entactina e heparam sulfato) (Rao and Zandstra, 2005).

Apesar das discussdes sobre a importadncia de se cultivar hES livres de
componentes animais (Martin et al., 2005), presentes tanto na monocamada de
fibroblastos embrionérios murinos (MEFs) como no matrigel, (Ellerstrom et al., 2006,
Meng et al., 2008), MEFs continuam sendo o substrato mais usado para o cultivo das
hES (artigo de revisdo, Fernandes et al, submetido). A idéia de se usar uma
monocamada alimentadora de células inativadas em co-cultivo para condicionar meios
aparece na literatura desde 1955 (Puck and Marcus, 1955). As MEFs, sabidamente
liberam inimeros fatores de crescimento, como por exemplo: FGF-2 (fibroblast growth
factor), TGF-B (transforming growth factor f), activina entre outros, além de produzir
proteinas de matriz extracelular. Desta forma, além de propiciar uma matriz organizada,
MEFs liberam fatores mantenedores da pluripotencialidade (Villa-Diaz et al., 2009). E
importante ressaltar que mesmo quando MEFs sdo substituidas por matrigel, laminina,
colageno tipo IV ou fibronectina, ¢ comum se utilizar seu meio condicionado (Xu et al.,
2001, Amit et al., 2004) ou entdo, aumentar a concentragdo de FGF-2 em pelo menos
20x (Levenstein et al., 2006). Diferenciagdo espontinea ocorre quando o meio

condicionado das MEFs ndo ¢ utilizando, sugerindo assim que outros fatores
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provenientes de MEFs além do FGF-2 sdo necessarios para manter as células-tronco
embriondrias humanas indiferenciadas (Villa-Diaz et al., 2009).

Neste trabalho, conseguimos produzir uma feeder layer de MEFs da cepa
C57/Black 6 que conseguiu manter tanto células-tronco embriondrias murinas quanto
humanas. A confluéncia ideal de 85% atingida antes da inativacdo se reproduz sempre
apos 24h do plaqueamento das células na concentragdo de 2,5x10° células por pogo da
placa de 6 pogos (9 cm?). E de extrema importancia que MEFs estejam devidamente
inativadas e aderidas a placa estatica, pois como células-tronco embrionarias podem
permanecer até 12 dias em co-cultura (Ellerstrom et al., 2007) elas poderiam “descolar”
da placa devido a alta densidade de células. Além disso, a utilizacdo de MEFs
proliferativas ndo mantém hES pluripotentes de forma tdo eficiente quanto as células
inativadas o fazem. O grupo de Xie Chang-Qing (Xie et al., 2005) demonstrou que
baixas concentracdes de MEFs proliferantes ndo sdo suficientes para a manuten¢do de
hES, provavelmente pela falta de fatores importantes liberados pelos fibroblastos. Por
outro lado, altas densidades de fibroblastos (1x10° células/9 cm?) podem competir com
hES em relacdo aos nutrientes no meio de cultivo, indicando que a melhor opgdo ¢ a
utilizagdo de MEF inativada. Além disso, deve-se tomar cuidado em relagcdo ao tempo
maximo de utilizagdo de MEFs apo6s a inativagdo. Villa-Diaz (2009) demonstrou que a
capacidade das MEFs em manter a pluripotencialidade das hES ¢ diminuida e indicios
de apoptose aparecem em MEFs utilizadas apds 7 dias da inativagdo (Villa-Diaz et al.,
2009). Nao estdo claros, entretanto, quais os exatos mecanismos moleculares sdo
responsaveis pelo fenomeno das MEFs suportarem as células-tronco embriondrias
indiferenciadas por longos periodos em cultura.

Historicamente, muito da manutencdo e do comportamento observados para o

cultivo das células-tronco embriondrias murinas foram utilizados como base para o
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cultivo das células-tronco embrionarias humanas (Ginis et al., 2004, Moon et al., 2006).
Apesar de apresentarem algumas caracteristicas diferentes das hES, descritas ao longo
deste trabalho, as mES sdo células mais acessiveis para uso experimental. Assim, o
conhecimento gerado neste modelo possibilitou a derivagdo de inumeras linhagens
humanas (Mountford, 2008). Células-tronco embriondrias murinas e humanas
compartilham o mesmo sistema de cultivo em placas estaticas, utilizando normalmente
MEFs inativadas mitoticamente como substratos de adesdo e meio suplementado com
KSR. Por esta razdo, utilizamos mES da linhagem USP-1 para o estabelecimento do
cultivo de células-tronco embriondrias no laboratorio. Ao longo dos anos, essa linhagem
foi mantida indiferenciada (positiva para os marcadores de pluripotencialidade) com
capacidade de gerar os trés folhetos embrionarios, tanto in vitro (formagao de corpos
embriodides) quanto in vivo (pela formagdo de teratomas em sistemas imunosuprimidos).

A partir do conhecimento adquirido com o cultivo das mES, inicialmente
utilizamos hES da linhagem HUES (Cowan et al., 2004) para estabelecer pardmetros de
cultivo para células humanas. O tipo de passagem aparece na literatura como varidvel
importante para o cultivo das hES. Dados da literatura em relagdo ao tipo de passagem
das células-tronco embrionarias humanas indicam que a passagem enzimatica com
colagenase ¢ a mais utilizada, seguida da passagem manual (Fernandes et al., 2009,
submetido). Enquanto a passagem mecanica pode gerar certo distrbio no
microambiente celular (Moon et al., 2006), a escolha pela colagenase pode estar ligada
principalmente por ela ter efeitos adversos mais atenuados em relagdo a tripsina
(Allegrucci and Young, 2007). Além disso, a colagenase cliva apenas sitios de
coldgenos enquanto a tripsina cliva diversos sitios, uma gama maior de tipos de
proteinas, que pode afetar a membrana plasmatica das células levando inclusive a morte

celular. Alguns grupos de pesquisa demonstraram que a passagem enzimatica das
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células-tronco embrionarias humanas pode ser feita com TryplE™, uma enzima
recombinante que ndo ataca membrana celular, sem alterar o cariotipo das células ou
comprometer a pluripotencialidade das hES. Além de reduzir o tempo de repique, a
passagem com TryplE™ resultou em 3 vezes mais colonias quando comparada a
passagem com outra enzima (Ellerstrom et al., 2007, Phillips et al., 2008a). Testes
foram realizados com a TryplE™, resultando em colonias pluripotentes, como as
obtidas anteriormente e essa passagem enzimatica foi adotada a partir de entao.
Observamos através da revisdo feita pelo nosso grupo que as linhagens mais
citadas foram as derivadas por Thomson (Thomson et al., 1998), em especial a H9 e H1.
Desta forma, por motivo de comparagdo de resultados, escolhemos utilizar a H9 como
linhagem principal de trabalho. Essas células foram caracterizadas quanto a
pluripotencialidade (células positivas para OCT-4, SSEA-4, SOX-2 ¢ TRA 1-60) e
estabilidade do caridtipo (estavel com 46 cromossomos), além de sua capacidade em
gerar células dos trés folhetos embrionarios (células positivas para nestina — ectoderma;
alfa-feto proteina — endoderma e actina de musculo liso — mesoderma). Recentemente, a
primeira linhagem brasileira foi isolada pelo grupo de pesquisa da prof. Dra. Lygia V
Pereira. Derivada em matrigel (segundo substrato mais utilizado na literatura), utiliza
um meio comercial mTeSR1 para seu cultivo. Nessas condi¢des, as células também
foram aqui caracterizadas quanto a pluripotencialidade, se mostrado positivas para os
mesmos marcadores utilizados anteriormente com a H9. Além do cultivo em matrigel,
conseguimos adaptar as BR1 para o cultivo em MEFs. O protocolo desenvolvido neste
trabalho utilizando DMEM/F12 suplementado com 20% de KSR e 8 ng/mL de FGF-2
foi capaz de manter diferentes linhagens de células-tronco embrionarias humanas

(HUES, H9 e BR1) pluripotentes, facilitando a comparacao dos resultados.
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Apesar dos avancos obtidos nos ultimos 10 anos, ainda existem obstaculos em
relacdo a utilizacdo das hES em testes clinicos: 1) quantidade de células, uma vez que,
em muitos casos, o niimero de células devera ser equivalente a 10’/Kg de paciente ¢ ii) a
sobrevivéncia inferior a 20% da populag@o celular transplantada no interior do sistema
nervoso (Mountford, 2008, Oh and Choo, 2006b). Devido a necessidade de longos
periodos de cultura e multiplas passagens para se obter quantidades de células
compativeis com sua utilizagdo em terapia celular, a expansdo das hES em placas
estaticas ¢ bastante suscetivel a contaminagdes.

Biorreatores entram nesse cenario como importante ferramenta para o
escalonamento. Neste trabalho, com cultivo em suspensio de hES aderidas a
microcarregadores revestidos com coldgeno, sem tratamento com MEFs ou matrigel
obtivemos a concentragio final de cerca de 1,8x10° células pluripotentes por mililitro,
com o cariotipo estdvel. Esse resultado representa um aumento de cerca de 30% em
relacdo ao cultivo em placas estaticas com custos reduzidos a metade. Apesar de alguns
grupos de pesquisa (Abranches et al., 2007, Fernandes et al., 2007), utilizando sistemas
agitados do tipo spinner para aumentar a concentragdo de mES em microcarregadores,
terem obtido concentragdes celulares mais altas que as obtidas neste trabalho (cerca de
3x10° células/mL e 1,8x10° células/mL, respectivamente), temos que ressaltar dois
pontos importantes: i) mES tem o ciclo celular mais rapido que hES, o que resulta em
uma maior proliferacdo (Gepstein, 2002) e ii) uma vez que as culturas de mES sdo
melhor compreendidas e mais estabelecidas, se torna mais facil desenvolver protocolos
para adaptagdo de seu cultivo em sistemas diferentes. E relativamente mais facil aderir
mES a microcarregadores uma vez que, culturas de hES, s3o mais sensiveis a
modificacdes ambientais (Phillips et al., 2008b, Fok and Zandstra, 2005, Oh and Choo,

2006a). Phillips e colaboradores demonstraram recentemente que as hES podem ser
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aderidas a microcarregadores em ambiente estdtico indicando a possibilidade da
utilizagdo deste sistema em frascos agitados (Phillips et al., 2008a). Em seu trabalho, a
concentragdo de FGF-2 utilizada para atingir a concentragéo final de 1,4x10° células/mL
foi de 100 ng/mL, representando 13 vezes mais FGF-2 para obter 11 vezes menos
células ao final do processo. Mais recentemente, Nie e colaboradores, utilizando
também sistemas agitados, obtiveram uma concentragdo final de 11,2x105 células/mL,
utilizando 4 ng/mL de FGF-2, mas para isto, os microcarregadores foram pré-tratados
com matrigel (Nie et al., 2009). Esse pré-tratamento ndo s6 aumenta a atividade de
fosfatase alcalina (marcador de pluripotencialidade) (Greenlee et al., 2005) como o
matrigel tem sido reportado como a melhor alternativa da substrato para manutengdo
das hES quando comparado a outras matrizes (laminina, colageno, fibronectina, etc.)
(Hakala et al., 2009).

Como mencionado anteriormente, outro obstaculo na utilizacdo das hES se
refere a baixa sobrevivéncia celular pods-transplante. Neste trabalho, utilizamos a
esfingosina 1-fosfato como agente anti-apoptdtico em células pré-diferenciadas
induzidas a morte celular por inibi¢ao de sintese protéica. O modelo utilizado representa
uma importante ferramenta de estudo por mimetizar o desenvolvimento embriondrio em
relacdo a organizagdo dos trés folhetos e morte celular com formagdo de cavitagdo.
Além disso, a formacao de EBs parece ser etapa crucial na maioria dos protocolos para
diferenciagdo em fendtipos mais especificos (Kurosawa, 2007). Vale mencionar que
todos os trabalhos relacionando S1P as células-tronco embrionarias humanas, utilizam-
nas em seu estado pluripotente (Pebay et al., 2005, Avery et al., 2008, Inniss and
Moore, 2006, Wong et al., 2007). Nao ha menc¢ao na literatura sobre a utilizagdo de S1P
em etapas posteriores de diferenciacdo (corpos embridides). Nesta etapa do trabalho,

observamos que o S1P foi capaz de reduzir de maneira significativa ndo s6 a morte
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induzida por anisomicina mais também a morte basal causada pela cavitagao natural dos
EBs (44% para 22% e de 16% para 8%, respectivamente). Além disso, houve aumento
na proliferagdo e tamanho dos EBs tratados com S1P de maneira significativa. Esses
dados corroboram o efeito anti-apoptoticos de S1P em células-tronco embrionarias
humanas pluripotentes (Wong et al., 2007, Avery et al., 2008). Vale ressaltar que os
trabalhos de Wong e Avery utilizam concentragdes de S1P de 10 e 20 uM,
respectivamente, concentragdes consideradas altas em relagdo a fisiologica (0,9 uM) e
toxicas (acima de 3 uM), podendo levar a apoptose quando utilizados em células-tronco
embriondrias humanas (Garcia-Gonzalo and Belmonte, 2008).

E descrito na literatura que o S1P age principalmente via seus cinco receptores
(S1P;s) e que células-tronco embrionarias humanas em seu estado indiferenciado
apresenta os receptores 1, 2 e 3 (Inniss and Moore, 2006, Pebay et al., 2005). Como
mencionado anteriormente, ndo ha relatos na literatura do tratamento com S1P em
corpos embridides. Além disso, a expressdo dos receptores pode ser alterada como
resultado de diferenciacdo celular (Hurst et al., 2008). Utilizando uma linhagem de
neuroepitélio (NE-hES) derivada a partir da H9, Hurst e colaboradores mostraram um
aumento de 40 vezes na expressdao de SI1PI nas células diferenciadas (NE-hES) em
relagdo a hES enquanto para os receptores S1P2, S1P3, S1P5 ndo houve diferenca
significativa. Nao foi observada expressdo do receptor S1P4 em nenhuma das células
(hES e NE-hES). Nossos resultados mostraram a presenca do receptor S1P4 na fase de
EB, além dos receptores S1P1, SIP2 e S1P3 presentes na fase indiferenciada. De
maneira muito interessante, os EBs dos grupos anisomicina e anisomicina + SIP
mostraram aumento significativo na expressdo do receptor SIP1 em relacdo ao grupo

controle (4 e 8 vezes, respectivamente).

73



Os receptores de S1P podem se acoplar a diferentes tipos de proteinas G
desencadeando fungdes bioldgicas diversas. Adicdo de S1P ao meio de cultura pode,
por exemplo, aumentar a concentragdo de Ca’" via ativagio de fosfolipase C acoplada a
proteinas G. Ativacdo de MAPK ¢ realizada via proteina Gy e pode ser disparada
praticamente por todos os receptores de S1P (Anliker and Chun, 2004). A via de MAPK
esta envolvida com a manutengdo das células-tronco embrionarias humanas uma vez
que o FGF-2 mantém a pluripotencialidade das hES se ligando a seus receptores e
ativando a via de ERKI1/2. O aumento da sobrevivéncia, proliferacdo e
pluripotencialidade das hES observado apds o tratamento com S1P (20 uM), sugere
papel importante da via de MAPK nesses processos (Avery et al., 2008). O efeito anti-
apoptético do S1P (10 uM) em células-tronco embriondrias humanas na auséncia de
soro indica o envolvimento da ERK 1/2 regulando esse efeito (Wong et al., 2007). A
MAPK também ¢ alvo do S1P quando ha aumento da sobrevida de células endoteliais
frente ao estimulo de morte celular por espécies reativas de oxigénio (Moriue et al.,
2008).

No entanto, pouco ¢ conhecido sobre os mecanismos e fatores que induzem
aumento na expressao dos receptores para SIP. Recentemente foi descrito que o fator
de transcri¢ao KLF2 (Kriippel-like factor 2) pode induzir aumento na expressao de S1P;
em cé¢lulas T (Bai et al., 2007) sendo que uma das vias que leva a ativagdo desse fator é
a de MAPK (Wick et al., 2005). Também foi demonstrado que FGF-2 pode induzir
aumento na expressdo de SIP1, através da ativagdo da via de ERKI1/2 (Birker-
Robaczewska et al., 2008). Nossos resultados indicaram ativagdo da via de ERK 1/2 nos
grupos tratados com anisomicina e anisomicina + S1P. Esse aumento observado no
mRNA para SIP1 no tratamento com anisomicina pode estar relacionado ao aumento

de p-ERK na mesma condi¢do. A anisomicina estd associada a respostas anti e pro
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apoptoticas, dependendo da concentragdo em que ¢ usada. Independente disso, as
respostas iniciais de estresse, associadas a ativacdo de ERK, JNK e P38, sdo ativadas
nas duas condicdes, e uma inibicdo da via de PI3K/AKT parece ser a responsavel pela
inducdo de morte em concentragdes mais altas da droga em células PC12 (Torocsik and
Szeberenyi, 2000).

Os dados obtidos neste trabalho contribuiram ndo sé para o estabelecimento do
cultivo das hES pluripotentes em placas estaticas e em larga escala, mas também
indicaram caminhos para o uso de um esfingolipidio bioativo como agente protetor
contra morte celular, que possivelmente podera ser usado em estratégias referentes a

terapias celulares em doencgas degenerativas.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel chegar as
seguintes conclusdes:

» Estabelecemos protocolo de cultivo de mES, usado como base para o
aprendizado do cultivo de hES. Em nosso laboratéorio, mES se mantiveram
indiferenciadas apo6s longos (4 anos) periodos em cultura, expressando marcadores de
pluripotencialidade e AFP, AML, Nestina e TUJ-1 apos diferenciacdo via formacao de
corpos embridides.

» Estabelecemos protocolo de cultivo das hES pluripotentes em placas estaticas
em nosso laboratorio validado para as linhagens (HUES, H9 e BRI1). O protocolo
utilizou DMEM/F12 suplementado com 20% de KSR, 8 ng/mL de FGF-2 e passagem
enzimatica com TryplE™.,

» Conseguimos realizar o cultivo das células-tronco humanas em larga escala
aderidas a microcarregadores revestidos de colageno em sistema de cultivo agitado do
tipo spinner. Obtivemos 1,5 milhdes de células/mL, o que representa 30% a mais de
células em relagdao ao cultivo nas placas estaticas. Além disso, o cultivo em spinner
representou uma reducao de 50% nos custos. Vale ressaltar que a concentracdo de FGF-
2, um dos componentes mais caros do meio de cultivo, ndo foi alterada durante o
procedimento de escalonamento.

» Através de imunocitoquimica e citometria de fluxo confirmamos que as hES
mantiveram sua pluripotencialidade, capacidade de gerar células da ectoderma,
endoderma e mesoderma, mantendo o caridtipo estavel apos o cultivo em spinner

(Fernandes et al., 2009a).
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» Quando avaliamos o efeito do S1P nas células pré-diferenciadas por formagao
de corpos embridides, identificamos nesse fosfolipidio um potente agente anti-
apoptdtico. Usamos a anisomicina como agente indutor de apoptose e observamos que o
tratamento com SIP realizado lh antes da indug¢do de morte celular aumentou a
sobrevivéncia das celulas em 50%. A morte celular basal (16%) também foi reduzida
apos tratamento com S1P (8%).

» A area dos EBs foi aumentada de maneira significativa onde houve tratamento
com S1P, sugerindo protecdo celular tendo como conseqiiéncia, maior tamanho dos
EBs.

» A proliferacdo das células tratadas com S1P comparada com o controle
aumentou de maneira significativa em relagcdo ao controle, sendo que, nos grupos onde a
anisomicina foi adicionada, ndo houve proliferacdo, dado esperado uma vez que a
anisomicina inibe sintese protéica.

» Observamos expressdo dos receptores SIP1, SIP2, S1P3 e S1P4 em células
pré-diferenciadas.

» Nos grupos tratados com anisomicina ou anisomicina com tratamento prévio
de S1P, houve aumento na expressdo do receptor SIP1 (4 e 8 vezes em relagdo ao
controle, respectivamente).

» A via de MAPK (ERK 1/2) parece regular o fendmeno de sobrevivéncia
gerada ap6s tratamento com S1P em EBs onde a morte foi induzida por anisomicina,
possivelmente levando a ativacdo de fatores de transcrigdo como KLF, que podem ser

regulados por ERK 1/2, via ativada por anisomicina ¢ S1P.
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The development of efficient and reproducible culture systems for embryonic stem (ES)
cells is an essential pre-requisite for regenerative medicine. Culture scale-up ensuring main-
tenance of cell pluripotency is a central issue, because large amounts of pluripotent cells
must be generated to warranty that differentiated cells deriving thereof are transplanted in
great amounts and survive the procedure. This study aimed to develop a robust scalable cell
expansion system, using a murine embryonic stem cell line that is feeder-dependent and
adapted to serum-free medium, thus representing a more realistic model for human ES cells.
We showed that high concentrations of murine ES cells can be obtained in stirred microcar-
rier-based spinner cultures, with a 10-fold concentration of cells per volume of medium and
a 5-fold greater cell concentration per surface area, as compared to static cultures. No dif-
ferences in terms of pluripotency and differentiation capability were observed between cells
grown in traditional static systems and cells that were replated onto the traditional system
after being expanded on microcarriers in the stirred system. This was verified by morpholog-
ical analyses, quantification of cells expressing important pluripotency markers (Oct-4,
SSEA-1, and SOX2), karyotype profile, and the ability to form embryoid bodies with similar
sizes, and maintaining their intrinsic ability to differentiate into all three germ layers.
© 2009 American Institute of Chemical Engineers Biotechnol. Prog., 000: 000000, 2009
Keywords: mouse embryonic stem cells, pluripotency, microcarriers, stirred culture systems,

differentiation capability

Introduction

As the derivation and characterization of the first pluripo-
tent murine embryonic stem (ES) cells'? later followed the
isolation of human ES cells,> much attention has been drawn
to the study of these cells. It is well known that pluripotent
stem cells can generate all three germ layers (endoderm,
ectoderm, and mesoderm) and also specialized adult cells
such as neurons, osteoblasts, cardiomyocytes, hepatocytes,
and others.*” These characteristics make them a promising
alternative for cell-based treatments of various diseases,®’
and also as an excellent tool for drug discovery processes.g’9

Exploiting the full potential of ES cells will rely very
much on their expansion, both in terms of quantity and qual-
ity. Traditionally, expansion and maintenance are performed

Stevens K. Rehen and Leda R. Castilho contributed equally to this
work.

Correspondence concerning this article should be addressed to
L. R. Castilho at leda@peq.coppe.ufrj.br

in stationary systems that make the process very labor-inten-
sive and time-consuming when considering culture scale-up.
In addition, the most common stationary two-dimensional
systems, such as T-flasks and multi-well plates, foster the
formation of gradients of dissolved oxygen, nutrients, and
metabolites, thus resulting in heterogeneous environments
that can compromise optimal cell growth and viability.'®
Furthermore, the limited availability of surface area for cell
growth, which ranges from only 0.3 to 300 cm? per well/per
flask, makes conventional culture systems inadequate for
meeting the imminent demand for large quantities of ES
cells.

To circumvent some of these limitations, certain authors
have studied alternative methods to improve culture scalabil-
ity. Oh et al.'! proposed a simple perfusion system by fitting
an automated feeding device to stationary culture dishes and
were able to achieve cell densities as high as 6.4 x 10°
cells/cm?. Another strategy, proposed by Ouyang et al.,'?
was based on the use of conditioned medium combined with
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three-dimensional (3D) non-woven polyethylene terephtha-
late fibrous matrices in 24-well plates and was able to pro-
vide about 100-fold expansion of cells. However, another
promising alternative would be the use of stirred culture sys-
tems, which can be easily instrumented to allow online mon-
itoring and control of pH and dissolved oxygen. This would
avoid the formation of microenvironments, thus providing
better oxygenation and giving more reproducible results
when scaling-up. Nieden et al.'’ used spinner flasks to
enhance the expansion of murine ES cells as small aggre-
gates, but, as highlighted by the authors, this process may
not be directly applicable to the expansion of human ES
cells.

Hence, a feasible alternative to this drawback would be
the use of small beads (microcarriers) as a support for cell
adhesion. This would allow cultivating the cells in stirred
systems, providing a 3D homogenous culture environment
for the cells. However, only few studies aiming at ES cell
expansion as pluripotent cells focus on microcarrier-based
cultures."* ' Despite the good results obtained by these
authors, a detailed evaluation of the chromosomal and mor-
phological stability of cells expanded on microcarriers is still
needed, preferably using a model that can also be applied to
human ES cells.

In the present study, different from the earlier studies, a
murine ES cell line that is feeder-dependent and adapted to
serum-free medium was used, thus representing a more real-
istic model for human ES cells. Aiming to develop a scal-
able culture technique, a microcarrier-based stirred spinner
system was used. Morphological analyses, evaluation of
karyotype stability, and immunoassays with pluripotency
markers were performed to determine if microcarrier-based
agitated systems can sustain the expansion of ES cells, main-
taining their pluripotency without any kind of commitment.

Materials and Methods

Static cell culture

Murine ES cells'” were cultured, undifferentiated on gela-
tin-coated wells and T-flasks on feeder layers of murine em-
bryonic fibroblasts (MEFs) that were previously inactivated
with mitomycin C (10 pug/mL). The medium for the murine
ES cells (mESC medium) consisted of DMEM/F12 medium
containing 4.5 g/L of glucose (Invitrogen), supplemented
with 15% knockout serum replacement (KSR) (Invitrogen),
1% non-essential amino acids (Invitrogen), 1% of a 200 mM
L-glutamine solution (Invitrogen), 0.2% of a 55 mM 2-mer-
captoethanol solution (Invitrogen), and 50 ug/mL gentamicin
sulfate. The mESC medium was supplemented with 0.4% of
conditioned medium from Chinese hamster ovary (CHO)
cells, which contains leukemia inhibitory factor (for a final
concentration of LIF estimated at 2 ng/mL). The medium
was changed every 2 days and cells were passaged using
TrypLE™ (Invitrogen) as they reached high confluence. To
study the growth kinetics in static cultures, cells were seeded
on 12-well plates coated with gelatin and inactivated MEFs,
at a cell concentration of 1.7 x 10* cells/mL (1 mL of me-
dium per well). On a daily basis, 2 wells were treated with
TrypLE™ and cells were counted using a hemacytometer.
Control plates containing only MEFs were also counted daily
to estimate the actual concentration of murine ES cells by
subtracting the MEF concentration.
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To obtain the mean area of the colonies, cells grown in
spinners and in traditional stationary culture were seeded on
24-well plates. Photos were taken on day 3 and analyzed
using the Image J software (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

Stirred cell culture

Stirred microcarrier cultures were performed in 125 mL
spinner flasks (Techne) containing 60 mL of medium at
37°C, 5% CO,, and 70 rpm. Cytodex ™ 3 microcarriers (GE
Healthcare), which are made of cross-linked dextran coated
with porcine collagen, were used according to the manufac-
turer’s instructions at a concentration of 3 g/L. After hydra-
tion of the beads with PBS, microcarriers were autoclaved
and rinsed with mESC medium to remove the PBS.

Supplemented conditioned medium (SCM) was produced
by mixing (1:1) the mESC medium described earlier with
MEF-conditioned medium. The latter was obtained by condi-
tioning mESC medium for 24 h in T75-flasks containing
inactivated MEFs. After conditioning, it was supplemented
with 0.4% of conditioned medium from CHO cells contain-
ing LIF (for a final concentration of LIF in MEF-conditioned
medium estimated at 2 ng/mL).

The murine ES cells were seeded in spinners containing
50% of the final working volume of SCM, at a concentration
of 2 x 10° cells/mL. An adhesion period of 6 h was per-
formed using intermittent stirring (2 min stirring at 70 rpm
every 30 min). After the adhesion step, the working volume
was completed with SCM and stirring was set to continuous
mode. On a daily basis, half of the medium was replaced
with freshly produced SCM and samples were taken for ana-
lytical determinations.

Formation of embryoid bodies

To induce random differentiation and subsequent genera-
tion of embryoid bodies (EBs), cells from traditional and
spinner cultures were dissociated with TrypLE™ and cul-
tured for 3 days in non-adherent dishes using mESC medium
supplemented with 15% fetal bovine serum (FBS) (with no
KSR). To induce specific commitment into ectoderm, the
following protocol was used to form neural progenitor cells:
EBs were cultured in mESC medium for 2 days, then in
mESC medium containing 15% FBS for 4 days, and finally
in mESC medium with 15% FBS and 2 uM retinoic acid for
4 days. After this period, EBs were fixed in 4% paraformal-
dehyde (PF), embedded in Tissue Tek® OCT compound, and
then 10 um sections were prepared on a cryostat for further
immunocytochemistry analyses. Photos of EBs in culture
were taken on day 3 to measure the diameters using the
PSDA software."®

Immunocytochemistry to identify pluripotenciality markers
and spontaneous differentiation through EBs

Immunocytochemical analyses of the transcriptional factor
Oct-4 (Santa Cruz Biotechnology, mouse-1:100), the specific
cell surface marker SSEA-1 (Chemicon-Temecula, mouse-
1:100), and the nuclear marker SOX2 (Chemicon, rabbit-
1:200) were performed before, during, and after culturing
cells in the stirred microcarrier culture. Spontaneous EB dif-
ferentiation assays were performed prior to and after micro-
carrier culture by replating cells, which were detached from
the beads using TrypLE™, on inactivated MEFs.
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Immunocytochemical analyses of the three germ layers were
performed in cross-sections of these EBs using antibodies
against o feto protein (AFP; Chemicon, rabbit-1:100), o
smooth muscle actin (z-SMA; Sigma-Aldrich, mouse-1:400),
and f-tubulin-IIT (Sigma-Aldrich, mouse-1:100) for the endo-
derm, the mesoderm, and the ectoderm, respectively. The
murine ES cells were fixed with 4% PF for 30 min, and then
permeabilized with Triton X-100 for 5 min. Non-specific
epitopes were blocked with 5% bovine serum albumin
(BSA) for 1 h. Primary antibodies were incubated for 1 h at
room temperature. Cells were washed three times with PBS
and the secondary antibodies (Alexa Fluor 546 goat anti-
mouse or anti-rabbit IgG; Molecular Probes, 1:400) were
incubated for 1 h at room temperature. The nuclei were
counterstained with 4'-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
and images were obtained by fluorescence microscopy
(Nikon, Eclipse T300).

Karyotype assay

Ploidy was determined before and after culturing the mu-
rine ES cells in the spinner flasks. For this assay, cells were
incubated with 1 ug/mL Karyo MAX colcemid (Invitrogen)
for 3 h to effect mitotic arrest at metaphase. Cells were then
detached using trypsin/EDTA 0.05% and incubated in a hy-
potonic solution of 75 mM KCI for 15 min. Swollen cells
were subsequently fixed overnight with methanol/acetic acid
(3:1) solution and spread onto dry slides. The number of
chromosomes was determined in 70 metaphases after expo-
sure to water steam (80°C) and dying with DAPI.

Statistical analysis

Data on cell growth kinetics (Figure 1) are shown with
standard error bars. All other data are presented with stand-
ard deviation bars, taking into consideration the number of
independent experiments made (), as well as the number of
measurements for each nth experiment. To compare mean
values, the two-tailed #-test was performed, considering a
95% confidence interval.

Results

Comparison of murine ES cell growth under stirred and
static conditions

To compare cell growth in the traditional stationary sys-
tem and in the stirred spinner system, wells were trypsinized
and samples were taken from the spinner to evaluate cell
growth kinetics on a daily basis until the stationary growth
phase was reached in each case.

As shown in Figure 1A, after 5 days of culture in 12-well
plates, a plateau of 7.4 4+ 0.3 X 10° cells/mL (n = 2) was
reached. In the microcarrier system (Figure 1B), after 7 days
cells reached a concentration of 7.9 + 1.4 x 10° cells/mL (n
= 2), which is ~10 folds higher than that obtained in the
static culture. Considering that Cytodex™ 3 has a specific
surface area of 2,700 cm2/g of beads, if both maximum con-
centrations are expressed in terms of cells per unit area, the
spinner system provided ~10 X 10° cells/cm?, which is 5
folds higher than that obtained in the static culture (~2 x
103 cells/cm?).

In terms of expansion of cells, both systems were compa-
rable, because the static culture allowed a 43-fold expansion,
as compared with a 39-fold expansion in the spinner culture.

Stage: Page: 3

3

0.24 12

A

g;‘ 0.20 4 1.0 §£
[ E £ [2]
S8 0161 0.8 ig
£3 2§
€0 012 L06 =3
ge 88
g 5 008 L04 7 O
=2 ER
8 ® 0.04- Loz T8

0.00 ; ; ; ; 0.0

0 25 50 75 100 125
Time (h)

| -&- Cell concentration per area -2- per volume of medium

1.2 12.0
[v]
g B s
E 1.0‘ ' 10.0 (2]
g8 = §
£k 0.8 L 8.0 38
S B
5% 06- 6o 8 8
s v o 9
8 32
£< 0.4 4 L 4.0 2 E
= 02 20 &
g 7] =
o 3
0.0 , , , 00 @
0 50 100 150 200
Time (h)

-2~ Cell concentration per area -8- per volume of medium

Figure 1. (A) Growth kinetics of mouse embryonic stem cells

in 12-well culture plates previously coated with gela-
tin (2%) and inactivated MEFs. (B) Growth Kinetics
of mouse embryonic stem cells in stirred spinner cul-
tures containing microcarriers (3 g/L Cytodex™3).
(C) Cells in 12-well culture plates 118 h after inocu-
lation (scale bar: 100 um). (D) Cells on microcarriers
163 h after inoculation (scale bar: 500 um).

Even though, dividing the amount of cells by the whole
amount of medium spent throughout the cultivation proce-
dure, cell yield on medium was approximately nine times
higher for the spinner system (2.25 x 10° cells/mL for the
spinner and 2.44 X 10° cells/mL for the static system).
Thus, the fact that the stirred system can provide more cells
per total medium used in the cultivation procedure, and also
sustains much higher cell concentrations both per volume of
medium and per surface area, indicates it as a more adequate
and cost-effective alternative for scale-up of ES cell
cultivation.

Furthermore, at the beginning of the stationary growth
phase on day 5 (118 h) of the static cultures, it was observed
that the colonies were already at high confluence and on the
verge of merging (Figure 1C). This indicates the limitation
of available area and the need to passage the cells. On the
other hand, in the stirred culture, the colonies were thicker
with cells growing in multiple layers. Thus, high cell con-
centrations were attained in spite of the large number of
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microcarriers that still remained unoccupied (Figure 1D).
The presence of bare beads shows that there were virtually
no limitations in terms of area for cell adhesion and growth,
but also that the seeding protocol might be improved to
achieve more homogeneous distribution of cells and even
larger cell expansion. The cell growth rate seemed to start
decreasing on day 6 to 7 for some other reason (e.g., nutrient
depletion or accumulation of metabolites) that needs to be
further investigated to allow even higher cell concentrations
to be achieved.

Morphologic stability and pluripontency

Despite the increased cell yield obtained in the stirred
spinner cultures, the validation of this system via certain
analyses was necessary to ensure that the murine ES cells
maintained their intrinsic characteristics.

It is well known that ES cells grow as colonies with bright
cells and defined borders, and that an increase in colony area
can be related to the cell proliferation rate.'”?® Thus, for a
given cell line, when considering an equal inoculum concen-
tration and an equal elapsed time in culture, it is expected
that colonies with similar areas be formed.

Therefore, cells grown in the spinner system and later
replated on inactivated MEFs, as well as cells that were
grown in the static culture system, were seeded at the same
concentration in 24-well plates coated with gelatin. To
avoid colonies merging in the stationary growth phase, pho-
tos were taken during the exponential growth phase (Fig-
ures 2B,C) and the average colony area was determined for
both conditions from data collected from over 300 colonies
using the Image J software (http://rsbweb.nih.gov/ij/). Aver-
age colony areas of 3.6 + 0.8 x 10° um? were determined
for cells previously grown in stationary culture and 3.6 +
0.5 x 107 um? for cells previously grown on microcarriers
in spinners (Figure 2A). This result indicates that cells
remained morphologically stable even after being expanded
for 163 h on microcarriers in stirred systems, suggesting
that the change in culture system caused no commitment of
cells.

Moreover, to ensure that cells remained pluripotent before,
during, and after murine ES cell culture in the stirred system,
three pluripotency markers were detected by immunocyto-
chemistry: the specific cell surface marker SSEA-1 (stage-
specific embryonic antigen-1), the nuclear marker SOX2,
and the transcriptional factor Oct-4. As shown in Figure 3,
all tested markers were present in all samples, indicating the
maintenance of pluripotency in cells grown on microcarriers
in the stirred spinner system.

To make a quantitative determination of pluripotency, 30
colonies of cells before inoculation in spinners and 30 colo-
nies of cells after expansion in spinners were stained for
each marker, with the use of the DAPI stain as a control.
Positively stained cells were 99.4 £+ 1.4% and 98.5 + 2.5%
for the SSEA-1 marker, 95.6 + 6.2% and 97.4 + 5.5% for
Oct-4, and 97.2 4+ 3.8% and 98.1 £+ 2.5% for SOX2, before
and after spinner culture, respectively (Figure 3). A two-
tailed s-test was performed and showed that data before and
after spinner culture are statistically equivalent at a 95%
confidence interval. Thus, these data show that almost all the
cells in the colonies expressed all three pluripotency
markers, and that they continued to express them equally af-
ter culture in the microcarrier-based stirred system.
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Figure 2. (A) Mean area of murine ES cell colonies cultured for

3 days in 12-well plates previously coated with gelatin
(2%) and inactivated MEFs, before and after spinner
culture (n = 6, with 50 counts for each n). The data
were analyzed using the paired two-tailed r-test at
95% of confidence and were found to be statistically
equivalent (P = 0.92). (B) Differential interference
contrast (DIC) microscopy of colonies before spinner
culture. (C) DIC microscopy of colonies after spinner
culture. Scale bar for (B) and (C): 50 um.

Chromosomal stability

One key feature for stem cell cultivation is chromosomal
stability. Although, in certain studies, tumor cells were
shown to be aneuploid,21 Rehen et al.>* showed that, in the
normal human brain, aneuploidy can occur without any path-
ological profile. In addition, Rebuzzini et al.>> and Nichols
et al.,>* among others, have reported that not only aneu-
ploidy is a common feature to murine ES cells, but also
euploid abnormalities can occur in a large percentage of
cells within a few number of passages, suggesting that
karyotype instability occurs more frequently than what was
usually reported. Therefore, comparison of chromosome
number of cells expanded under different conditions might
be a sensitive and useful tool to detect abnormalities related
to the culture environment.

In view of these discussions, chromosomal stability was
analyzed in the present study to evaluate if any alterations
occurred, which could be related to the scalable culture con-
ditions developed here for culturing murine ES cells. Cells
recovered from the microcarriers after the 163-h stirred
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Figure 3. Immunocytochemistry of murine ES cells: before spinner culture (A,B), during spinner culture on microcarriers (C,D), and
after spinner culture after being transferred back to multi-well-plates (E,F).
Cells were marked with antibodies against SOX2 (A,C.,E), and double-marked against Oct-4 and SSEA-1 (B,D,F). Percentages indicated on photos
before and after microcarrier culture refer to the fraction of plated cells expressing each marker (30 colonies were evaluated in each case). The data
were analyzed using the paired two-tailed #-test at 95% of confidence, and the percentage of marked cells before and after spinner culture were

found to be statistically equivalent for all three markers (P values in the range of 0.09-0.25). Scale bars: 100 um for cells on plates (A,B.E.F),
50 um for cells on microcarriers (C,D).

culture were replated prior to determination of chromosome
number. Considering that cell cycle length in murine ES
cells can be as short as 7 h,25 cells underwent several dupli-

cations during spinner culture under stirred conditions as 45
compared with cells before spinner culture. According to the 40 1|  OBefore spinner culture
F4 data shown in Figure 4, chromosome number remained unal- 351 mAfter spinner culture
tered, indicating that the stirred spinner system scales-up ES = 30
cell expansion without promoting the growth of aneuploid ‘3.' 25
murine ES cells. ]
320
o
o
. - - w15
Differentiation capability 10
One of the characteristics of pluripotent ES cells is the 5
capacity to form EBs. In this study, cells previously cultured 0 M

in both stationary and stirred conditions were seeded at the
same concentration and were shown to be capable of form-
F5 ing EBs (Figures 5B,C). Additionally, the EBs, which were . X X .

formed after 3 davs of culture in non-adherent dishes. were Figure 4. Celluar ploidy determined before and after culturing
. y 18 [ the murine ES cells on microcarriers in spinner

analyzed using the PSDA software ° and showed no statisti- flasks.

cally significant dlfference in size at a 95% confidence inter- The number of chromosomes was determined in 70 metaphases

val. The average size observed for EBs was 148 + 16 um after exposure to water steam and dying with DAPL

24 25 26 29 30 31 32 35 36 38 39 40 41 42 43 44 46

Chromosome number
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for cells previously grown in stationary conditions and 125
+ 21 um for cells previously grown in stirred spinners (Fig-
ure 5A). Thus, these data indicate that the capability of ES
cells to form EBs remains unaffected after culturing cells on
microcarriers.

In addition to the EB size, a qualitative immunocytochem-
istry test was performed in cells previously cultured in both

200
A

160 I

120 A l

= +]
(=]
1

Mean EB diameter (um)
-
o

(=]

O Before spinner culture O After spinner culture

Figure 5. (A) Mean diameter of EBs originated from cells
before and after spinner cultivation, cultured for 3
days in non-adherent plates (three samples from each
plate, with at least 75 counts in each sample). The
data were analyzed using the unpaired two-tailed -
test at 95% of confidence and were found to be statis-
tically equivalent (P = 0.18). (B) EBs morphology
before spinner culture. (C) EBs morphology after
spinner culture. Scale bar for (B) and (C): 250 um.
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stationary and stirred conditions to identify the three germ
layers: endoderm (AFP), mesoderm (x-SMA), and ectoderm
(p-tubulin-IIT). For cells grown under both conditions, the
EBs were analyzed on day 3 to detect differentiation. A pro-
tocol to induce the formation of ectodermal neural progenitor
cells was also used. All markers were easily identified by
fluorescence microscopy for both culture conditions: station-
ary and stirred culture (Figure 6). Differentiation capability
was further confirmed by teratoma formation observed in
mice after injection of murine ES cells expanded in spinner
cultures (data not shown).

Discussion

The development of efficient and reproducible systems for
scaling-up ES cell cultures is an essential pre-requisite for
the success of regenerative medicine because of the need for
large amounts of these cells. It is estimated that, to have an
effective cell-based therapy for Parkinson’s disease, at least
10° dopaminergic neurons must survive after transplantation.
Thus, when considering the rather low yield of cells that dif-
ferentiate to dopaminergic neurons and the fact that only 1—
20% of the differentiated cells that are transplanted survive
the procedure, it becomes evident that a large amount of plu-
ripotent cells must be generated to ensure a sufficient
amount of viable cells after transplalntation.26

In this context, the present study aimed to develop a ro-
bust scalable cell expansion system, using a murine ES cell
line that represents a more realistic model for human ES
cells. To date, most of the researchers who have studied mu-
rine ES cells used feeder-independent cell lines and culture
media containing fetal bovine serum,'>'® thus running the

risk of those models not being adequate models for human
ES cells. Since the use of conditioned media to culture
human ES cells has already been described in literature, >’
we have adopted this strategy to further adapt our system
and make it applicable to human ES cells.

Figure 6. Immunocytochemistry of EBs derived from cells: before spinner culture (A,B,C), and after spinner culture (D,E,F).
Cells were marked with antibodies against AFP (A,D), -SMA (B,E), and f-tubulin-IIT (C,F). Scale bar for all images: 50 pum.
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We showed that high murine ES cell concentrations
could be obtained in microcarrier-based spinner cultures,
and that there were no differences between cells that were
grown in traditional static systems and cells that were
replated to the traditional system after being expanded on
microcarriers. This was verified by morphological analyses,
quantification of cells expressing important pluripotency
markers (Oct-4, SSEA-1, and SOX2), chromosome num-
ber, and the ability to form EBs which are of similar size,
and which maintain their intrinsic ability to differentiate
into all three germ layers.

Compared with other works that also focus on murine ES
cell culture scale-up, pluripotent ES cell concentrations
achieved in the present study are at least 2 folds
higher.13’15’16 Comparing the present data to recently pub-
lished works on human ES cell expansion using microcar-
riers, the present results also compare positively. Nie et al.”®
and Lock and Tzanakakis® achieved lower maximum cell
concentrations (1.1 X 10° and 2 x 10° cells/mL, respec-
tively), even though in both studies commercial collagen-
coated microcarriers were treated with Matrigel prior to cell
inoculation. Fernandes et al.>° were the only authors to
report human ES cell growth on commercial microcarriers
without any further coating, but the maximum human ES
cell density achieved was 1.5 x 10° cells/mL, as compared
to ~8 x 10° cells/mL achieved with murine ES cells in the
present study.

Additionally, despite these high cell concentrations already
obtained in the present study, it is important to note that a
large fraction of microcarriers still remained uncolonized,
indicating that small adaptations in our cultivation technique
may result in even higher concentrations of healthy cells.

Furthermore, we have reasons to believe that one of the
main factors that inhibited an even higher level of cell pro-
liferation in the present study was lactate accumulation. On
day 5, lactate concentration was above 1.7 g/L (data not
shown), which, according to Patel et al.,>' may be an inhibi-
ting level for cell growth. Thus, this issue should be investi-
gated in the future and perhaps solved by making minor
alterations in the culture medium formulation, because lac-
tate accumulation is primarily caused by high initial concen-
trations of glucose. In addition, oxygen limitations could be
restricting an even higher level of cell growth in our system,
and this may be circumvented by optimizing aeration and
agitation conditions.

On the basis of our results, the use of microcarrier-based
stirred systems for murine ES cell cultivation seems to be
a reliable and robust alternative, and also a promising
model for human ES cell expansion. The spinner cultures
provided a cell yield on spent medium ~9 folds higher
than that obtained in traditional stationary cultures, ena-
bling a potential decrease in costs since medium consump-
tion to obtain a given amount of cells was significantly
reduced. This may allow for the production of ES cells in
large quantities needed for use in pre-clinical and clinical
studies. Finally, it must be emphasized that agitated sys-
tems such as spinners and stirred-tank bioreactors can not
only supply high amounts of cells, but also provide homo-
geneous culture systems. In instrumented stirred-tank bio-
reactors, culture homogeneity further allows continuous
monitoring and control of the culture environment, which
may be of great advantage for the scale-up of validatable
and regulatory-friendly processes for future use in cell
expansion for clinical trials.

Page: 7

Conclusions

The results of the present study showed that stirred micro-
carrier-based cultures allow efficient expansion of murine ES
cells, with a 10-fold higher cell concentration per volume of
medium and a 5-fold greater cell concentration per surface
area, as compared to static cultures. Cells expanded on the
microcarriers suspended in stirred spinner flasks and cells
grown in static cultures were compared through morphologi-
cal analysis, immunocytochemistry for pluripotency markers
(Oct-4, SSEA-1, and SOX2), chromosome number, and dif-
ferentiation capability. No differences were observed in all
tests, indicating that cells kept their intrinsic properties upon
expansion in the stirred flasks.

Since the murine ES cell line used in this study is feeder-
dependent and grows in serum-free medium, it is probably
an adequate model to develop culture techniques also for
human ES cells. Thus, it can be concluded that stirred micro-
carrier-based cultures represent a promising scalable system
for ES cell expansion.
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