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RESUMO

Introdugao: O avanco dos ensaios clinicos e da terapia celular implicam na necessidade de
substituicao do soro fetal bovino por um produto de origem humana, capaz de sustentar
a expansdo de células humanas destinadas as pesquisas e terapias celulares. Objetivo:
Esta revisao integrativa teve como objetivo principal avaliar diferentes alternativas de
suplementacao de cultura celulares livres de produtos animais, chamadas de culturas
celulares xeno-free. Método: Foi realizada a analise de 50 artigos recuperados do PubMed
publicados até janeiro de 2018 em lingua inglesa ou em portugués. Resultados: O plasma rico
em plaquetas (PRP) é considerado como uma boa alternativa para suplementacao do meio de
cultura celular. O PRP é obtido a partir do sangue, e possui um rico conteldo liberado pelas
plaquetas ativadas, capaz de estimular a proliferacao e a diferenciacao de diversos tipos de
células, tanto diferenciadas quanto progenitoras. A utilizacao do PRP em sistemas de cultura
celular xeno-free nao oferece risco de alteracoes genéticas da populacao celular, tampouco
sua contaminag@o com patogenos. As vantagens de sua utilizacao incluem: 1) a possibilidade
de uso de soro autologo; 2) reducéo de riscos de contaminagéo; 3) facilidade de preparo e 4)
baixo custo de producao. Conclusées: O uso de concentrado de plaquetas descartados nos
centros de hemoterapia é uma boa alternativa para a producao do PRP, que sera utilizado
sistematicamente na cultura de células humanas. O desafio é padronizar esse processo de
producao, de forma a garantir a qualidade do produto destinado as terapias avancadas.

PALAVRAS-CHAVES: Plasma Rico em Plaquetas; Cultura Celular; Terapia Celular; Ensaios Clinicos

ABSTRACT

Introduction: The advancement of clinical trials and cell therapy require the replacement of
fetal bovine serum by a product of human origin, capable of sustaining an expansion of human
cells for research and cell therapy. Objective: This integrative review had as main objective to
evaluate different alternatives of cell culture supplementation free of animal products, called
xeno-free cell cultures. Method: Fifty selected articles from PubMed published up to January
2018 in English or Portuguese were evaluated. Results: Platelet rich plasma (PRP) is considered
to be a good alternative for supplementation of the cell culture media. PRP is obtained from
blood, and has a rich content released by activated platelets, capable of stimulating proliferation
and differentiation of several cell types, both fully differentiated and the progenitor ones. Use
of PRP in “xeno-free” cell culture systems has apparently no risk of genetic alterations of the
cells, nor their contamination with pathogens. Advantages of its use include: 1) the possibility
of using autologous serum; 2) reducing the risk of contamination; 3) easy preparation and 4)
low cost of production. Conclusions: The use of discarded platelet concentrate in hemotherapy
centers is a good alternative for the production of PRP, which will be used systematically in the
culture of human cells. The challenge is to standardize this production process, in order to grant
the quality of the product to be used in advanced therapies.

KEYWORDS: Platelet-rich Plasma; Cell Culture; Cell Therapy; Clinical Trials
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INTRODUCAO

0 soro fetal bovino (SFB) é o suplemento mais utilizado para
a expansdo ex vivo de células humanas destinadas a ensaios
clinicos e terapias celulares. No entanto, as diretrizes de boas
praticas de fabricacao de insumos para uso clinico (Good Manu-
facturing Practice - GMP) recomendam substituir os produtos
derivados de animais por produtos quimicamente definidos, ou
por produtos derivados de humanos.

0O SFB nao é um produto definido e, sendo de origem bovina,
as reacdes imunoldgicas contra antigenos xenogénicos no
organismo recebedor ndo podem ser excluidas. As proteinas
do SFB associam-se ao complexo principal (maior) de histo-
compatibilidade (CPH) de classe | em culturas celulares de
longo prazo, levando a proliferacdo de células T no reci-
piente, mesmo numa configuracdo de uso de células autd-
logas cultivadas’. Os glicoconjugados do soro bovino podem
ser diretamente transferidos do meio de cultivo as células e
incorporados nas membranas de células cultivadas, permane-
cendo na sua composicao por até 48 horas, podendo causar
uma reacao imunolégica aguda. Patogenos e seus derivados
como micoplasmas, endotoxina bacterianas, virus e prions
nao sao necessariamente eliminados do meio de cultivo de
células contendo soro bovino, e podem ser potencialmente
transferidos para os pacientes que irao receber o transplante
celular?>#5, Além disso, existem preocupacgdes sobre o desa-
juste entre as demandas globais e os suprimentos do SFB, de
um ponto de vista ético e de bem-estar animal, uma vez que
0 SFB é coletado de fetos bovinos®’. E importante considerar
também o problema da variabilidade lote a lote do SFB, com
diferencas qualitativas e quantitativas decorrentes de influ-
éncias geograficas e sazonais. O conjunto destes fatores leva
os 0Orgaos regulatorios a recomendarem o desenvolvimento de
protocolos de cultura celulares livres de produtos animais,
chamadas de culturas celulares xeno-free®’.

0 desafio é encontrar um substituto bioldgico de origem humana,
que nédo ofereca riscos a salde e que seja capaz de sustentar
a proliferacdo celular. As quantidades de células usadas em
ensaios clinicos ou terapias celulares sao altas, podendo atingir
ou ultrapassar a ordem de 100.000.000 de células por paciente,
0 que requer uma alta e prolongada estimulacao da proliferacao
celular in vitro®. Também, é importante manter o perfil celular
desejado ao longo do processo de expansao in vitro, que pode
variar de um estagio mais imaturo até alcancar um estagio com-
pleto de diferenciacdao celular, dependendo da qualidade de
meio de cultivo e de seus suplementos®.

Diferentes populacdes de células humanas sdo avaliadas em
ensaios clinicos. Células adultas, em estagios avancados de
diferenciacao celular, podem ser isoladas de tecidos humanos
e ser aplicadas no tratamento de doencas especificas. Elas
possuem uma capacidade de proliferacao celular limitada,
por isso, sua aplicagéo clinica é restrita. Células progenitoras
e/ou células-tronco adultas, por outro lado, apresentam um

alto potencial de proliferacao celular e podem dar origem a
diferentes linhagens celulares, sendo alvo de inUmeros estu-
dos. O tipo de célula-tronco mais avaliado em ensaios clini-
cos no mundo € a célula mesenquimal estromal (mesenchymal
stem cell - MSC)°. Neste momento, existem 760 estudos cli-
nicos que avaliam a seguranca e eficacia do tratamento com
MSC em diferentes patologias*. As principais caracteristicas
das MSC incluem: aderéncia a superficies de plastico, morfo-
logia fibroblastoide, expressao de marcadores de superficie
(CD105, CD73 e CD90), capacidade de formar colonias a partir
de uma Unica célula (colénias formadoras de células fibroblas-
toides, CFU-F) e de se diferenciar em células de origem meso-
dérmica e ecto-mesodérmica’®'. MSC sdo facilmente expan-
didas in vitro e sao consideradas imunologicamente inertes,
o que reduz o risco de rejeicao do transplante celular?. A
maioria dos estudos abordam MSC isoladas a partir de cordao
umbilical humano, sangue periférico, medula 6ssea ou tecido
adiposo, mas as MSC podem ser isoladas, a priori, a partir de
qualquer tecido adulto humano™.

Este estudo de revisao teve como objetivo avaliar diferentes
alternativas de suplementacao de cultura celulares xeno-free.
Em particular, investigamos o potencial de utilizacao do plasma
rico em plaquetas humano como substituto do SFB em cultura de
células humanas.

METODO

Este estudo foi elaborado como uma revisao integrativa. Foram
avaliados 50 de 75 artigos cientificos que abordavam métodos
de suplemento de cultura xeno-free, comparando técnicas e
resultados encontrados. A pesquisa de literatura cientifica foi
realizada em documentos do Ministério da Saude e por consulta
a base de dados do PubMed para artigos publicados em inglés
ou portugués até janeiro de 2018. Palavras-chave utilizadas:
cell culture, xeno-free, platelet-rich plasma, plasma, platelet
lysate, chemically-defined xeno-free medium, cell therapy, cli-
nical trials, mesenchymal stem cells, progenitor cells, human
cells, human serum.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Alternativas para sistemas de cultura xeno-free

Existem diferentes suplementos de cultura celular xeno-free
comercialmente disponiveis no mercado. A principio, esses
produtos industrializados sao padronizados e nao interferem
no perfil celular. No entanto, alguns estudos alertam sobre
alteracoes bioldgicas importantes de algumas células humanas
quando cultivadas com meios de cultura xeno-free comerciais.
MSC de tecido adiposo humano, cultivadas em sistema de cul-
tura xeno-free com produtos industrializados, apresentaram
uma reducdo significativa da aderéncia celular e perda do

* Fonte: clinicaltrials.gov. Acesso em 20 set 2017.
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marcador de superficie celular CD54 (ICAM-1). Também foram
detectadas variacoes na expressao de CD11a, CD14, CD10 e
CD86, os quais estao relacionados com a interacao das MSC com
células do sistema imunologico, o que pode ter afetado a sua
imunogenicidade’. Além disso, as MSC nao conseguem formar
esferoides quando cultivadas em trés dimensdes com alguns
tipos de meios de cultura xeno-free'. Existe uma mudanca no
perfil genético destas células humanas, com reducédo da pro-
ducéo de citocinas anti-inflamatodrias e moléculas antitumo-
rais'®. Acredita-se que o potencial terapéutico das MSC possa
ser comprometido com a utilizacao de determinados produtos
xeno-free comerciais''". Existe um pensamento equivocado
de que estes produtos industrializados sdao quimicamente defi-
nidos e totalmente desprovidos de produtos animais. Na ver-
dade, eles possuem fatores de crescimento em quantidades
indefinidas e podem ser suplementados com albumina de soro
humano ou animal®.

Outra opcao de suplementacao de cultura celular xeno-free
é a adicdo de fatores de crescimento ao meio de cultura.
Eles podem ser sintéticos ou derivados de tecido animal ou
humano, sendo utilizados de forma isolada ou combinados
como um coquetel’™. O uso de fatores de crescimento tem sido
associado ao aumento da proliferacao celular'®'” e pode indu-
zir um fenotipo celular especifico’. No entanto, sua aplicabi-
lidade é reduzida porque eles nao sdo capazes de sustentar a
expansao celular a longo prazo™.

Derivados plaquetarios humanos aplicados em sistemas de
cultura celular xeno-free

Produtos derivados do plasma sanguineo humano sdo consi-
derados hoje como os potenciais substitutos do SFB para sis-
temas de cultura celular xeno-free'®'. O plasma sanguineo
puro, coletado de um doador em estado fisioldgico normal,
contém normalmente baixas quantidades de fatores de cres-
cimento celular. Entretanto, ele abriga as plaquetas que,
apesar de apresentarem uma cito-arquitetura relativamente
simples, possuem um contetdo complexo e muito bem orga-
nizado. Esse conteldo é liberado somente com a ativacdo
das plaquetas. Isto pode ocorrer sob efeito de sinalizacao de
fatores circulantes proé-inflamatorios, indicando a presenca
de uma agressao ou irritacao tecidual. Alternativamente,
uma lesao das paredes vasculares pode causar um sangra-
mento grave e necessitar ser imediatamente resolvida. Ela
expoe as plaquetas ao contato com a matriz extracelular
tecidual, principalmente colageno e os glicoconjugados asso-
ciados, que imediatamente ativam as plaquetas, causando
a liberacdo do seu conteldo. A primeira consequéncia é a
ativacao in situ das cascatas de coagulacao do sangue, que
interrompe o sangramento com a liberacédo dos seus granulos
os fatores bioativos como serotonina, histamina, dopamina,
calcio e adenosina.

Tanto a inflamacao quanto a ativacao das plaquetas pela
adesao nos tecidos lesados sinalizam também a necessidade
de iniciar os processos de reparo tecidual. Essa é a segunda
funcao das plaquetas ativadas, sendo elas os primeiros

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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componentes sanguineos que chegam no local da lesdo e
liberam seus contelGdos granulares para promover o reparo
tecidual?. Nessa funcao, as plaquetas funcionam como gran-
des reservatorios de enzimas, hormonios e fatores de cres-
cimento. Diversos fatores de crescimento celular ja foram
identificados, dentre eles: fator de crescimento tumoral
(transforming growth factor-b - TGF-b), fator de cresci-
mento derivado de plaquetas (platelet-derived growth fac-
tor - PDGF), fator de crescimento tipo insulina | e Il (insulin-
-like growth factor |1, 1l - IGF-I, IGF-Il), fator de crescimento
de fibroblastos (fibroblast growth factor - FGF), fator de
crescimento epidérmico (epidermal growth factor - EGF),
fator de crescimento vaso-endotelial (vascular endothelial
growth factor - VEGF) e fator de crescimento de células
endoteliais (endothelial cells growth factor). Estes fatores
de crescimento e moléculas bioativas, produzidas pelas pla-
quetas, modulam e estimulam as células locais a promove-
rem regeneracao. Esta sua capacidade moduladora é a prin-
cipal justificativa de utilizar o contetdo plaquetario em um
ambiente de cultivo celular?!.

Os produtos derivados de plaquetas que estao sendo avaliados
em sistemas de cultura celular xeno-free sao: 1) Plasma Puro
(PP); 2) Plasma Rico em Plaquetas (PRP); 3) Lisado Plaqueta-
rio (LP). O PP e o PRP sao obtidos através de uma sequéncia de
centrifugacdes do sangue periférico. O PP é obtido através de
apenas uma centrifugacdo, enquanto o PRP é obtido ap6s duas
ou mais centrifugacdes consecutivas. O LP, também conhe-
cido como Hormoénios Derivados de Plaquetas (HDP), é obtido
através de centrifugacdes seguidas pela adicao de agonista de
epinefrina, e posteriormente, ciclos repetidos de crioconge-
lamento e descongelamento e choque hipoténico para inter-
romper a membrana plasmatica das plaquetas e liberar todos
os seus conteldos'".

Em comum, todos eles possuem os mesmos componentes
biologicos, isto &, possuem o rico conteudo plaquetario.
Porém, existe uma grande divergéncia nas nomenclaturas
e nos métodos de preparo destes produtos bioldgicos. Nao
ha um padrao no numero de centrifugacdes, velocidade e
temperatura ideal para isolar cada um destes produtos, nem
mesmo existe um consenso sobre protocolo especifico para
cultura de cada tipo de célula®. As variacdes englobam tam-
bém aspectos como selecao de doadores, processo de coleta
(aférese ou doacao de sangue total), presenca de solucédo
aditiva, implementacédo de inativacao de patogenos, tipo de
ativacao plaquetaria, presenca ou nao de leucorreducao e
consideracao sobre grupos sanguineos ABO. Todos estes fato-
res podem influenciar a sua aplicabilidade’. O uso de PP,
PRP ou LP como suplementos de cultura de células humanas
possui efeitos distintos no comportamento celular e pode
influenciar de forma diferente a migracao, proliferacao e
diferenciacdo de células humanas (Tabela). A variabilidade
do processo de producao é um problema para padronizacao
destes produtos biologicos, e deve ser prioridade no processo
de desenvolvimento de uma alternativa de culturas celulares
xeno-free'.
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Plasma Rico em Plaquetas como suplemento de cultivo celular

Dentre os diferentes produtos plaquetarios, o PRP é considerado o
suplemento mais promissor para cultura de células humanas des-
tinadas ao uso clinico®'*21:2:324 O PRP é obtido através de uma
sequéncia de centrifugacdes do sangue fresco, que tem como
objetivo aumentar a concentracao de plaquetas em pequeno
volume do proéprio plasma?'. As vantagens de sua utilizacdo em
culturas de células humanas xeno-free sao: 1) possibilidade de
utilizacdo de soro autélogo para preparo do implante celular; 2)
reducéo de riscos de contaminacdo cruzada e reacdes imunologi-
cas indesejadas para o paciente; 3) presenca de fatores de cres-
cimento que estimulam proliferacao e diferenciacao celular; 4)
facilidade e seu preparo; 5) baixo custo de producao e 6) possibili-
dade de uso alogénico para cultura celular de larga escala.

0 rico conteldo liberado pelas plaquetas ativadas, presentes
no PRP, é capaz de estimular a proliferacdo celular e a dife-
renciacao de diversos tipos celulares, desde células adultas até
as células progenitoras?2. O PRP foi avaliado como suplemento
de cultura xeno-free em diferentes tipos de células adultas
humanas, tais como: fibroblastos de pele*, fibroblastos gengi-
vais*®?4  células de ligamento periodontal®, osteoblastos®,
condrocitos?3', mioblastos?, tendcitos?*? e fibrocondrocitos
de menisco humano®’. O gel de PRP também tem sido estudado
como uma forma de abrigar células cultivadas in vitro* 444,
Ele consegue criar um ambiente favoravel para a formacdo de
uma rede celular tridimensional (3D)* e oferece um suporte ade-
quado para fibroblastos de pele* e células endoteliais*.

Em geral, os estudos pré-clinicos avaliaram a capacidade de ade-
sao, migracao, proliferacao e diferenciacao celular na adicao do
PRP no meio de cultura. Nao ha relatos de formacao de tumores
em nenhum estudo®'*2"2:3240, O uso de PRP favorece a adesao
celular no substrato da cultura e estimula a migracdo através da
reorganizacao do citoesqueleto celular®®. O PRP nao afeta o poten-
cial de proliferacao celular e, em alguns casos, pode ampliar a
capacidade de expanséo in vitro destas células humanas'0:28:29.30.31,
Ja o efeito do PRP sobre o potencial de diferenciacdo celular varia
de acordo com o tipo de célula cultivada. Mioblastos de mUsculo
esquelético humano nao se diferenciam na presenca de PRP no
meio de cultura®. Por outro lado, células progenitoras de tendci-
tos sao induzidas a se diferenciar em tendcitos e passam a produ-
zir colageno?. O mesmo comportamento € observado com células
progenitoras de condrécitos. O PRP induz sua diferenciacao em
condrocitos e promove a formacdo de um tecido cartilaginoso
denso e compacto, rico em colageno tipo Il e proteoglicanos™.

Outra populacao de células que tem sido alvo de muitos estudos
que utilizam o PRP em culturas celulares xeno-free é a MSC™?7,
Os riscos de transmissao viral a partir de soro animal e o poten-
cial de induc&o imunoldgica contra o antigeno bovino em pacien-
tes foram relatados e suscitam preocupacoes sobre o uso de SFB
para o preparo de MSC para pacientes submetidos a investigacao
clinica?**. Embora o meio de cultura isento de soro seja uma
condicao opcional para o preparo das MSC e um recurso comer-
cialmente disponivel, as caracteristicas das MSC parecem serem
variaveis de acordo com o tipo de meio utilizado®.
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A suplementacao do meio de cultura com PRP humano tem sido
recomendada para o preparo de MSC destinadas a protocolos cli-
nicos™ 16, As justificativas para esta recomendacao sao: 1) o
PRP adicionado ao meio de cultura nao provoca ou estimula a
formacao de tumores ou variacdes genéticas ou fenotipicas das
MSC cultivadas in vitro*; 2) o PRP estimula a proliferacao do
MSC sem comprometer a sua capacidade de diferenciacao®'?7:3
e o seu imunofendtipo celular>'»%?%; 3) o PRP pode influenciar
no potencial de diferenciacao celular das MSC, direcionando-as
para uma linhagem especifica, visando atender a uma necessi-
dade clinica®*; 4) o PRP pode diminuir a velocidade da senes-
céncia celular®?%; 5) o PRP pode influenciar na funcdo paracrina
das MSC humanas®'.

0O uso do PRP autdlogo é considerado ideal para preparo de
células humanas destinadas a ensaios clinicos, por nao ofere-
cer riscos de rejeicao imunoldgica para o paciente que recebera
o transplante celular. Alguns estudos descrevem que as células
humanas podem proliferar mais rapidamente quando suplemen-
tados com produtos plasmaticos autologos do que alogénicos?.
Ja existem produtos alogénicos comercialmente disponiveis, que
podem ser utilizados para producao de células em larga escala.
E uma opcao econdmica com variacao limitada no seu conte(ido,
mas que pode oferecer risco de aloimunizacao™. As limitacoes
que ainda existem sobre a aplicacao do PRP humano em culturas
celulares xeno-free sao a necessidade de um grande volume de
sangue para seu preparo e impacto de sua variabilidade bioldgica
nas células cultivadas???.

Uma fonte estratégica de sangue periférico e seus derivados
para producao de PRP humano utilizado para suplementacao de
culturas celulares xeno-free sao os bancos de sangue. Também
conhecidos como hemocentros, eles constituem laboratorios
especializados no armazenamento e processamento de sangue
periférico que sera destinado ao atendimento clinico. Em média,
de 20 a 40% do sangue disponivel é descartado por motivos diver-
sos, principalmente pelo prazo de uso vencido. O indice de per-
das de concentrado de plaquetas em banco de sangues publicos
atinge 33%. De acordo com as diretrizes gerais para os bancos
de sangue, o concentrado de plaquetas tem vida de prateleira
de cinco dias. Devido a essa vida (til curta, € comum o descarte
de grande quantidade deste produto apo6s a data de transfu-
sao recomendadat?¢36465%_ Além de evitar o desperdicio, o uso
do sangue e seus derivados em bancos de sangue é uma forma
de assegurar que os produtos de suplemento a cultura celular
tenham uma boa qualidade, pois seguem um padrao de proces-
samento que minimiza contaminacao e proliferacao microbiana,
e sao submetidos a uma analise detalhada no ato de coleta para
verificar a presenca de possiveis doencas infeciosas, como sifilis,
virus HIV, hepatite B e hepatite C (recomendacdes descritas na
Resolucao da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilan-
cia Sanitaria RDC n° 24, de 24 de janeiro de 2002).

ALein®10.205, de 21 de marco de 2001 e a Portaria n® 2.712, de
12 de novembro de 2013 tratam especificamente de sangue, seus
componentes e derivados, assim como do regulamento técnico
de procedimentos hemoterapéuticos, respectivamente® ¢, Elas
viabilizam o uso deste material bioldgico, que foi captado para
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fins terapéuticos e que nao teve uso programado, para producao
de compostos e derivados destinados a outras finalidades tera-
péuticas. O uso semelhante podera ser estendido entao a produ-
¢ao do PRP para cultivo de células humanas e pode movimentar
0 segmento econdomico de empresas de biotecnologia, estimu-
lando investimentos em producao de insumos para pesquisa. Os
hemocomponentes excedentes sao considerados como maté-
ria prima de boa qualidade, e ja foram sugeridos como “ouro
liquido”6266¢ em funcao da alta lucratividade das empresas que
investem em inovacdes tecnologicas.

CONCLUSOES

Este estudo de revisao comparou os resultados encontrados em
diferentes métodos de suplemento de cultura celular xeno-free
e verificou que o plasma rico em plaquetas humano é o candidato
ideal para substituir o SFB em cultura de células humanas des-
tinadas a pesquisa clinica. Nao ha risco de alteragdes genéticas
da populacao celular?"?:32 tampouco perda de suas proprieda-
des biologicas®'*?:32 e contaminagao com patogenos que poderia
causar danos a salde do paciente que recebera o transplante
celular?2, Os desafios que existem, neste momento, para que o
PRP seja efetivamente adotado no preparo de células humanas
sdo: 1) padronizar processo de producao do PRP humano (nimero,
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