
CULTIVAÇÃO E EXPANSÃO DE CÉLULAS -TRONCO MESENQUIMIAIS 

EM BIORREATORES DE MOVIMENTOS DA MARE

As células-tronco mesenquimais humanas (CTMs) receberam grande interesse médico como uma

nova opção de tratamento e estimularam uma nova era na medicina regenerativa. No entanto, o

cultivo convencional em vasos de plástico e em suspensões dificulta o aumento da produção de

MSCs para aplicações clínicas. Para superar esses desafios, a Esco Aster aproveitou os

biorreatores da Tide Motion (movimento da mare) para desenvolver uma operação de bioprocesso

escalável para a produção de MCSs em Boas Práticas de abricação (BPF). processo compatível.

MSCs humanas isoladas de doadores saudáveis foram expandidas em culturas aderentes 2D

convencionais por algumas passagens antes de serem semeadas em macrocarreadores (BioNOC

™ II) em um Garrafa CelCradle ™. As células foram cultivadas em meios quimicamente definidos e

foram obtidas eficiências de colheita de mais de 90%, com viabilidades celulares superiores a 85%

após 5-7 dias em cultivo. De acordo com a Sociedade Internacional para Terapia Celular (ISCT), os

critérios de controle e liberação de qualidade para MSCs caracterizados por seus marcadores de

superfície e multipotência (diferenciações adipogênicas, osteogênicas e condrogênicas)

asseguraram mais de 95% das MSCs em cultivo. É importante ressaltar que as MSCs cultivadas no

BioNOC ™ II apresentaram características in vivo semelhantes, com secreções de proteínas

extracelulares da matriz (ECM) e alterações morfológicas fibroblásticas. Nosso processo atual é

robusto, contando com ferramentas de bioprocessamento padrão na maioria das instalações de

fabricação sob contrato (CMOs). Através do monitoramento e otimização dos principais parâmetros

do processo, como pH, taxas de consumo de glicose, pretendemos transferir facilmente a produção

em escala laboratorial de P & D acadêmico / industrial em escala de bancada / escala piloto de

ensaios clínicos e produção comercial.

RESULTADOS
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Verde: Diacetato fluorescente (citoplasma-células vivas); Azul: Hoechst 33342 (nucleos-todas as células); Vermelho: Iodo propidio (núcleos- células 

mortas)
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MONITORAÇÃO E EXPANÇÃOS DAS MSCs NO CELCRADLE™

CONCLUSÃO

Monitoração do pH
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Semeia células 2e7

Achieve ~2e8 cells
200 µm

200 µm

Células podem ser observadas salientemente nas bordas 

em alta confluência – um indicador que as células 

alcançaram máximo crescimento

Day 4

Day 7

Alta Confluências de MSCs en BioNoc™II

Fator/Atributo Desempenho das MSCs

Agarramento 

Celular

Alta eficiência de semeação >90% 

Revestimento de Fibra de nectina para meios sem sérum (adequado pra 

produção cGMP)

Crescimento Celular 

e Monitoração

Fácil visualização das células em matrix através das manchas 

tingidas

Confluência alcançada no dia 5-8

Controle e monitoração dos parâmetros do processo

Coleta Celular >90% das células colhidas com enzimas patenteados Esco Aster

Secreção ECM
Fibranectina e colágenos observados

Mais relevante para condições in vitro com crescimento 3D

Qualidade da 

Célula

Sem tronco e trilineagem diferenciação de MSCs preservada

Viabilidade de coleta >90%, com células saudáveis obtidas depois 

da coleta.

MSCs são capazes de alcançar ~10 vezes expansão de dobras no CelCradle™

*Atualmente semeando entre 2-3e7 células por CelCradle™ para obter 2e8 células 
Projetado para obter 4e9 células en 2L TideCell® e 9e12 células em 300L TideCell®

*Densidade final poderá varia de acordo com a idades, fonte da célula tronco e tipo de 

meio usado

2D Culture Flask 3D BioNOCTM II

Morfologia Celular Polyhedral
Spindle shaped, 

fibroblastic like

Densidade Celular 2.5 million / T75 flask 2e8 cells / CelCradleTM

Uso De Meios 15 ml 500 ml

Número Celular: uso 

de meios
166,000 cells : 1 ml 400,000 cells : 1ml

Para obter 2e8 

células

80 T75 flasks with

1200 ml media

1 CelCradleTM with

500 ml media

% de retenção sem 

troncos
79% 98%

Comparação de Cultivos 2D vs 3D para CL-MSCs @P6

Junção da Rede ECM Fibril na BioNoc™ 3D

Setas Negras apontam para ECM en CL-MSCa cultivada por 4 dias no BioNoc™II

50 µm

FORMAÇÃO ECM

ECM-fibranectina 

segregada pela 

MSCs

Rede de alinhamento da

fibranectina observada em

células - MSCs aparecem em

alinhamento unidirecional

Setas brancas apontam para

fibrilhas da matrix extracelular

(ECM) de fibranectina

Hoechst 33342 Fibranectina Pigmentos Juntos

50 µm

Multipotência

CONTROLE DE QUALIDADE E CRITERIO DE SOLTURA

COLETA CELULAR

Enzimas AccumaxTM Collagenase TrypLETM Express Trypsin
Esco Aster 

Mistura de Enzimas

Coleta (%) 87 68.3 78.3 56.3 91.8

Viabilidade (%) 95.6 73.2 95.8 88.9 93.5

Identidade Celular

PE CD45, PE CD34, PE 

CD11b, 

PE CD19 and PE HLA-DR

Com controle isótopo

CL-MSCs harvested from BioNOC II at P7

98.5% de retenção de trocos de MSCs  no BioNoc™ 3D

FITC CD90 Com controle isótopo APC CD73 Com controle 

isótopo

PerCP-Cy™5.5 CD105 Com controle 

isótopo

TrypsinTrypLE ExpressAccumax Collagenase

Accumax Collagenase TrypLE Express Trypsin 2D culture

200 μm

200 μm

Esco Aster Enzyme Mix
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 Biorreator de Uso único com cama-fixa, de fácil transferência de banco para

escala industrial

 Operações de carregamento de muda simplificado

 Processo de expansão de MSCs em concordância para Boas Práticas de

Fabricação Atual (Current Good Manufacturing Practices- cGMP)

Find out more at http://www.vaccixcell.com or http://www.escoaster.com

For enquiries, contact Esco Vaccixcell (Bioprocessing Tools):

mail@vaccixcell.com or Esco Aster (cGMP CDMO): mail@escoaster.com

© 2018 Esco Aster Pte Ltd. All rights reserved. 

All trademarks are the property of Esco unless otherwise stated. 

Transferindo para produção halogênica

Inoculação 2D 

em frasco-T

Expansão 3D em 

carregadores BioNoc™II 

no Biorreator CelCradle

Produção em larga escala no 

Biorreator TideCell® (2L-300L)

Para produção autóloga

Sistema de Colheita das Células 

fechada, automatizada TideCell®

Revestimento dos Carregadores

+ semeação das células

2 – 3 hrs
Coleta

(5 – 7 days)

O2

AerationNutrition

O2

CO2

CO2

Crescimento e Monitoração das Células

~1h

Fluxo de Trabalho do ExperimentoMateriais Usados

 Corda-forro MSCs (CL-MSC) 

generosamente fornecida pela 

CellResearchCorp de Singapura

 MSC NutriStem®XF Basal Medium 

suplementada com MSC 

NutriStem® XF Suplemento Misto 

(Industrias Biológicas, Israel)

 CelCradleTM 500A (VacciXcell, 

Singapore)

Eficiência de coleta varia para diferentes tipos de células-tronco e cocktail de enzimas usadas

CD73+ CD105+

CD73+ CD90+

CD34- CD45- HLA-DR-

Celcradle™ e biorreator TideCell™ pode 

ser integrado com isoladores de 

processamento celular

GlucCell® Glucose 
Sistema de 

Monitoração 
(VacciXcell)

Valor da Glucose em Meios (Reta)

Valor da Glucose em Meios (Revertido)

Glucose Consumida (Reta)

Glucose Consumida (Revertida)

Semeação Revertida

Semeação Reta

Índice Aceitável

Semeação 

Revertida

Semeação 

Reta

http://www.vaccixcell.com/
http://www.escoaster.com/

