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Introducao

Em sua esséncia, uma célula-tronco
pluripotente possui capacidade de
diferenciacdo em qualquer célula

ou tecido do organismo. Entretanto,
0 seu processo de crescimento
envolve métodos de alta estabilidade
e reprodutibilidade. Os métodos
convencionais baseiam-se em células
de sustentacdo e uso de proteinas
de matriz extracelular para cobertura
da superficie de crescimento do
material de cultura, e ainda selecdo
manual ou dissociacdo enzimatica
para repiques e cultura celular.

Esta nota técnica descreve um
método bastante simples para o
crescimento de células-tronco
pluripotente sem uso de camadas
de sustentacao ou proteinas de
matriz extracelular.

Métodos

Cultura de ESC Humana
Células-tronco embrionarias
humanas (ESC) com 49 passagens
(linha H1 da WICELL, USA) foram
mantidas com fibroblastos de
embrido de camundongo (MEF)-
condicionados em superficie
Nunclon™(Thermo Fisher Scientific,
Denmark) e incubados com fator
de crescimento reduzido Matrigel”
(Becton Dickinson, USA) em
diluicao de 1:30. As células foram
dissociadas da superficie para
passagem por meio de tratamento

com 1mg/ml de colagenase, e
entdo semeadas em superficie
Nunclon™ Vita com e sem inibidor
de Rho quinase diluido em meio,
como descrito a seguir.

Cultivo sem inibidor Rho
quinase. ESC’'s H1 foram
cultivadas por 4 passagens
em meio MEF condicionado
em superficie Nunclon™ Vita.

As células foram dissociadas da
superficie para repique por meio
de tratamento com Tmg/ml de
colagenase. O tempo padrao para
passagem de ESC's H1 foi
estabelecido em 4 dias com
Matrigel”. Entretanto, células
plaqueadas em superficie Nunclon™
Vita teve o seu tempo de
crescimento padrao estabelecido
em 7 dias de cultura antes de
estarem prontas para repique,
também sendo observado uma
taxa de reducéo de crescimento

espontaneo ao longo das passagens.

Cultivo com inibidor de Rho
quinase. ESC's H1 foram cultivadas
em meio MEF condicionado
suplementado com Rho quinase,
Y-27632 (10uM indicagdo do
fabricante; Sigma-Aldrich, USA).

As células foram dissociadas da
superficie para passagem por meio
de tratamento com Tmg/ml de
colagenase. Células plaqueadas em
meio de crescimento com TuM de
Y-27632 em superficie Nunclon” Vita
estavam prontas para repique

apos 4 dias de cultura. As células
foram cultivadas dentro da indicacéo
limitrofe de passagens ja estabelecida.

Caracterizacao de ESC’'s Humanas
Presenca de coldnias e respectivas
caracteristicas morfoldgicas foram
determinadas através de microscopia
de contraste de fase, e a olho nti apds
as colonias serem coradas com cristal
violeta a 0,5%.

O potencial de pluripoténcia
celular foi determinado pela presenca
de marcadores de pluripoténcia
através de técnicas de qRT-PCR para
expressdo génica, citometria de fluxo
para expressao dos marcadores de
superficie celular, e imunoflorescéncia
para proteinas de superficie celular e
nuclear.

A estabilidade cariotipica foi
determinada por meio de analises
citogenéticas de 20 células metafésicas
de banda G, e por hibridizacao
fluorescente in situ (FISH) em 200
nucleos interfasicos utilizando sondas
para o gene ETV6 BAP (TEL) localizados
no cromossomo 12 e centrobmero do
cromossomo 17.

Contudo, a habilidade de
formacéo de corpos embrionados foi
determinado por meio de incubacao
das ESC's em placa de baixa adesao
por dez dias em meio DMEM/F12 com
10% de Soro Fetal Bovino (FBS).
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ESC's humanas poderao ter algumas passagens em superficie Nunclon™ Vita
antes da reducao espontanea da taxa de crescimento.

FIGURA 1.

Micrografia de ESC’'s humanas por contraste
de fase com duas passagens em diluicao

de 1:30 de Matrigel (A), superficie de
cultura celular padréo (B), superficie
Nunclon Vita (C).




O declinio da taxa de crescimento de ESC’'s humanas em superficie Nunclon Vita ndo é observado caso o
meio de cultura for suplementado com inibidor de Rho quinase Y-27632

FIGURA 2.

Efeito dose dependente do inibidor de Rho quinase sobre a adesao de células
tronco embrionarias humanas em superficie Nunclon Vita. Y-27632 foi
adicionado a cultura em uma concentracao especifica (0, 1, 2, 4, ou T0uM) no
momento do plaqueamento. As células foram mantidas a partir do segundo
dia em meio contendo 10uM de Y-27632. Dentro de um periodo de 5 dias
foram realizados trocas diarias do meio de cultura, com subsequente coloracao
com cristal violeta.

FIGURA 3.

Descolamento de células tronco embrionarias humanas da superficie Nunclon
Vita apds inativacao do inibidor de Rho quinase. Células foram semeadas e
cultivadas por 4 dias em meio contendo 10uM de Y-27632 (pogo esquerdo) ou
Y-27632 foi removido do meio de cultura por 24 horas no terceiro dia (pogo
direito). Apds 4 dias de cultura, as células foram coradas com cristal violeta.

ESC’s humanas crescidas em superficie Nunclon Vita na presenca de Y-27632 possui cariotipo normal,
expressa marcadores de pluripoténcia, e podem ser diferenciados em corpos embrionarios

a

FIGURA 4. FIGURA 5.
Caridtipo normal (A) e padréo FISH (B) para ESC’s humanas ESC's humanas podem formar corpos embrionados apds 11
apos 11 passagens em superficie Nunclon Vita. passagens em superficie Nunclon Vita.
FIGURA 6.
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A. Expressdo de marcadores de B. Expressdo de marcadores de pluripoténcia| C. Expressao de marcadores de
pluripoténcia de ESC's humanas em ESC's humanas determinados por pluripoténcia em ESC’s humanas
determinado por qRT-PCR apés citometria de fluxo apds 4 passagens (p4) determinados por imunofluorescéncia
1 passagem (p1), 4 passagens e 11 passagens (p11) sobre a superficie apos 11 passagens em superficie
(p4), e 8 passagens (p8) sobre a Nunclon Vita. Nunclon Vita.

superficie Nunclon Vita.




Passagem nao enzimatica de ESC’'s humanas por inativacdo de Y-27632
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Cultivo de ESC's na Inativacdo de Y-27632

e descolamento de ESC’s

FIGURA 7.

ESC’s humanas crescidos na presenca de inibidor de Rho quinase poderao ser dissociados da superficie Nunclon Vita através de
incubacdo em meio de crescimento novo, sem inibidor de Rho quinase em periodo de 15-30 min. As células podem ser
mecanicamente dissociadas da placa através de técnicas de pipetagem ou raspagem, brevemente centrifugados, e resuspendidos
em meio de crescimento com inibidor de Rho quinase. As ESC's podem ser mecanicamente dissociadas para nova cultura.

Conclusoées

A superficie Nunclon Vita conferiu
adesdo sem uso de camadas de
sustentacdo e matriz extracelular,
com formacdo e crescimento de
colénia de ESC's humanas:

ESC’s humanas poderao ser
repicadas sem selecdo manual
ou enzimatica ao inativar o inibidor
de Rho quinase presente no meio.
As células serdo suspensas em
superficie Nunclon Vita, sequido por
novo plagueamento na presenca de
inibidor de Rho quinase.

- para diversas passagens em meio
condicionado por fibroblastos de
embrido de camundongo e
suplemento com inibidor de
Rho quinase, Y-27632;

ESC’s humanas cultivadas com 11
passagens em superficie Nunclon
Vita em meio contendo Y-27632
teve cariétipo normal, expressaram
marcadores de pluripoténcia, e
podem ser diferenciadas em corpos
embriondrios.

- para algumas passagens em
meio condicionado por
fibroblasto de embrido de
camundongo;
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Important information about patents:

Attachment, cultivation and detachment of cells using methods described herein are covered by patent applications WO 2009/105570
and US 12/388,930. A license to use these methods with Nunclon Vita Surface cultureware solely in connection with research is
granted with the purchase of Nunclon Vita cultureware.

Inquiries for a license to use these methods for commercial purposes, except for those purposes relating to amelioration of diabetes
mellitus, should be sent to: Thermo Fisher Scientific, 81 Wyman Street, Waltham, MA 02451, Attn: Legal Dept.

Inquiries for a license to use these methods directly or indirectly in the amelioration of diabetes mellitus should be sent to: Att. Vice
President of BetaLogics Centocor Research & Development, Inc, 145 King of Prussia Road, Radnor, PA 19087, USA.

Particular types of cells, as well as methods for manipulating cells, may be covered by one or more patents held by others. Use of
Nunclon Vita cultureware is recommended only for applications which do not violate proprietary rights of others or for which the user
has a license or other permission under such proprietary rights.
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