F
ábrica de órgãos

FÁBRICA DE ÓRGÃOS
A engenharia de tecidos caminha a passos largos para a reconstrução de órgãos e para o surgimento dos revolucionários autotransplantes.
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Pode parecer um filme barato. No entanto, descrições de “fábricas” de órgãos, onde o sujeito que estiver com o fígado estragado pode comprar uma peça de reposição, hoje não vêm de Hollywood, mas dos laboratórios das mais respeitadas universidades do planeta. Não é ficção científica, é um prognóstico do que a engenharia de tecidos, uma ciência da qual você ainda vai ouvir falar muito, será capaz de realizar. Não hoje, nem amanhã. Até que fígados, rins, pulmões e corações possam ser adquiridos com certificado de garantia, funcionando perfeitamente, vão se passar décadas. Porém não muitas. Além de bexigas de cachorro, dentes de rato, pesquisas com animais destinadas a desenvolver todo tipo de órgãos, atualmente laboratórios já produzem partes simples do corpo humano, como pele e cartilagem. O nível de qualidade é bastante razoável e há uma pequena variedade de produtos patenteados à venda no mercado.
Há ainda também estudos avançados para o desenvolvimento de outras partes, como dentes e fígado.
O termo engenharia de tecidos surgiu em 1987, para definir um campo de estudos multidisciplinar que abarca principalmente conhecimentos de engenharia de materiais e ciências biomédicas. É a arte de, a partir do cultivo de células, construir ou restaurar tecidos e órgãos de seres humanos e animais. A engenharia de tecidos se baseia na idéia de que é possível construir vida em um laboratório e, em alguns casos, faz uso de técnicas de clonagem. Mas se diferencia dessa tecnologia tão polêmica por se dedicar a reproduzir apenas partes dos seres vivos – partes que, em geral, sequer são cópias idênticas do original. A matéria-prima desses engenheiros muitas vezes são as chamadas células-tronco, que têm capacidade de se transformar em células de qualquer tecido. Em outras vezes, a reconstituição é feita a partir de células do próprio tecido a ser reproduzido.
As células-tronco são polivalentes porque guardam as características da célula gerada da união do óvulo com o espermatozóide, o ovo (sim, seres humanos também nascem do ovo!) ou zigoto. O ovo não se enquadra nas características de nenhum tecido. Em seu DNA, ele contém a informação necessária para formar todos os tecidos do organismo. Logo essa célula se divide em várias e o embrião começa a se desenvolver. Há, então, uma multiplicidade de células, mas ainda demora um tempo até elas se diferenciarem.
Muitas células-tronco sobrevivem indiferenciadas em nosso organismo até o dia de nossa morte – principalmente na medula e, em menor escala, na corrente sangüínea. Acredita-se que a partir delas se pode fazer qualquer tecido: basta descobrir os fatores que determinam sua diferenciação. Há polêmicas quanto às células-tronco embrionárias serem mais potentes ou não do que as de adultos.
A descoberta das células-tronco é recente, mas a idéia de repor partes do corpo disfuncionais ou avariadas existe desde a Antiguidade. Já nessa época, os médicos tentavam desenvolver técnicas para aproveitar partes saudáveis de cadáveres em pessoas com problemas. O primeiro transplante comprovadamente bem-sucedido, no entanto, só aconteceu em 1954, em Boston, nos Estados Unidos, quando um rim de um irmão gêmeo foi implantado no outro.
Desde então, médicos do mundo inteiro vêm realizando todo tipo de transplantes: coração, fígado, córneas, pulmão. A técnica tem salvado muitas vidas, mas não é perfeita. Além do número de doadores não ser suficiente, há a maldita rejeição. Quando se implantam tecidos de outra pessoa dentro do nosso corpo, o sistema imunológico interpreta aquele estranho como um invasor e o ataca. Para tentar manter o órgão vivo dentro do organismo, o transplantado é obrigado a tomar uma série de drogas imunodepressivas, o que o deixa sujeito a toda sorte de doenças.
Sempre que possível, o transplante é evitado. Há casos em que dá para resolver a questão “em casa”, com tecidos ou órgãos do próprio paciente. “Quando alguém perde uma parte do corpo, a medicina hoje tem várias opções de reconstrução”, diz Marcus Castro Ferreira, diretor do laboratório de microcirurgia e cirurgia plástica do Hospital das Clínicas de São Paulo. “Por exemplo, no caso de uma mão, até seis horas depois do acidente, podemos fazer o reimplante. Pode-se também fazer transplantes de tecidos de uma região do corpo do indivíduo para outra parte de seu próprio organismo. Uma orelha, por exemplo: podemos moldar uma cartilagem de costela na forma de orelha, implantar sob a pele do braço do indivíduo, esperar uma coisa colar na outra, tirar dali e reimplantar na cabeça. Como é da mesma pessoa, não há rejeição.”
Não seria maravilhoso se esse tipo de procedimento fosse possível também com um rim ou um pulmão? A idéia principal da engenharia de tecidos é justamente esta: criar implantes que tenham material genético idêntico ao organismo receptor e, por isso, não provoquem rejeição. Sua base é o cultivo de células, uma técnica conhecida desde o início do século 20. “A novidade da engenharia de tecidos está no cultivo organizado de células”, diz Adolfo Leiner, cardiologista e engenheiro eletrônico, diretor do Centro de Tecnologia Biomédica do Instituto do Coração, em São Paulo.
Manter células vivas espalhadas sobre uma lâmina de laboratório é relativamente fácil para os cientistas. Basta supri-las com alguma solução nutriente, oxigênio, gás carbônico, energia. Nessas condições, elas até se reproduzem. A engenharia de tecidos surge justamente para controlar essa multiplicação e fazer com que ela resulte na formação de tecidos e órgãos tridimensionais capazes de se manterem vivos e funcionando depois de implantados – processos que, até hoje, os cientistas dominam apenas parcialmente.
COMO CHEGAR LÁ
No organismo, as células só se multiplicam quando recebem algum comando dos chamados fatores de crescimento – em geral, moléculas de proteínas e peptídeos emitidas pelo próprio núcleo celular. Eles trazem a informação de quando e como essa multiplicação deve ser feita, para onde deve se dirigir a célula recém-formada, como ela deve se agrupar com as outras células para formar a arquitetura do tecido. E costumam agir em grupo, cada um numa hora exata. Desvendar esse mecanismo é uma das principais chaves do mistério que cerca não só o desenvolvimento como a regeneração dos tecidos. Comparado com uma lagartixa que refaz seu rabo quando o perde por aí, o homem tem uma capacidade de regeneração relativamente baixa. Já se conhecem vários fatores de crescimento, muitos já são até sintetizados em laboratórios – um método para isso são as bactérias geneticamente modificadas, que passam a produzir essas substâncias em grandes quantidades.
Outros desafios são conduzir os fatores de crescimento até a célula certa na hora certa e criar uma estrutura de apoio para as células se organizarem exatamente como se organizam no nosso corpo. As células se reproduzem in vitro esparramadas na superfície plana. Mas os órgãos, e mesmo os tecidos mais simples, são formados de várias camadas de células dispostas numa matriz extracelular (estrutura inerte composta por proteínas, sais minerais e outras substâncias). Para construir um tecido em laboratório, é preciso fornecer uma estrutura semelhante a essa, onde as células possam se apoiar para crescer na direção certa.
Esses moldes artificiais podem ser feitos de matéria orgânica, como colágeno de boi ou mesmo peles e membranas de cadáveres, dos mais diversos polímeros feitos em laboratório ou da combinação dos dois. São constituídas por tramas de fibras microscópicas ou de material poroso. A arquitetura, o tamanho e o espaçamento de suas áreas vazias é que determina o desenho que as células vão formar. “Se o tamanho e a distribuição espacial desses poros não forem extremamente controlados, vai haver áreas em que os buracos serão tão pequenos que as células não entrarão e outras em que eles serão grandes demais para que elas possam se fixar ali”, afirma Claudio Roberto Cutrim Carvalho, engenheiro mecânico e cirurgião ortopedista, que faz pesquisa científica na Universidade Estadual de Campinas sobre o uso de nanotecnologia na construção de materiais com um grau de controle de porosidade inédito no mundo.
O molde tridimensional poroso também é importante para fazer com que os fatores de crescimento cheguem às células durante todo o período de desenvolvimento do tecido. Imagine algo parecido com uma esponja de banho. Por mais que se semeiem células nessa estrutura, elas só vão preencher todos os buraquinhos se chegarem até lá sozinhas. Para isso, precisam se multiplicar. Os moldes têm de ter fatores de crescimento presos em suas estruturas que são liberados aos poucos. Conforme as células vão se multiplicando, eles vão surgindo e dizendo: “Ei, vem por aqui!”.
REFEIÇÃO CELULAR
Uma barreira e tanto no caminho daqueles que brincam de Deus é a vascularização. Nenhuma célula vive sem nutrientes, sem respirar, sem energia. Tudo isso a maioria das células obtêm dos vasos sangüíneos capilares por troca de substância entre as membranas. Numa cultura, as células ficam embebidas em soluções que têm tudo o que elas precisam. Hoje os biorreatores, máquinas que controlam condições de temperatura, pressão e, se necessário, embebem os moldes em nutrientes, melhoraram muito a situação, mesmo assim é impossível se construir um órgão grande, tridimensional, mantendo todas as suas células em contato direto com as soluções nutrientes. É preciso fazer com que os vasos cheguem bem próximo delas.
Há duas soluções possíveis para vascularizar um órgão: construir a sua rede de vasos sangüíneos de antemão (veja infográfico) ou semear células endoteliais (que formam as paredes dos vasos) e fatores de crescimento específicos junto às células do tecido que se quer construir. A primeira é uma hipótese que está sendo testada. A segunda já funciona em alguns casos.
“Costumo dizer que construir um órgão é como fazer uma casa”, diz o urologista paulista Marcos Giannetti, que trabalhou por dois anos no Children´s Hospital de Boston, na equipe de Anthony Atala, o todo-poderoso da engenharia de tecidos. “Para fazer a parede, você tem de empilhar os tijolos. Mas, para ter uma casa, não bastam as paredes. É preciso água, energia, comunicação. Na engenharia de tecidos, nós já somos capazes de construir paredes de células e estamos começando a fazer os encanamentos.”
 
Vamos por partes
Como andam os estudos da engenharia de tecidos, órgão por órgão
PELE
Já existe mais de um substitutivo bioartificial de pele. Alguns têm derme e epiderme, outros só têm um dos dois. O produto feito a partir de células do tecido conjuntivo, por exemplo, é só a derme, usada principalmente em pacientes com úlcera de pele. Tais células são colhidas do prepúcio de bebês recém-nascidos e semeadas em um polímero biodegradável originalmente desenvolvido para suturas cirúrgicas.
CARTILAGEM E OSS
Sem irrigação por vasos capilares, o tecido cartilaginoso não requer muita tecnologia para ser reproduzido. Hoje já se fazem implantes de condrócitos (células de cartilagem) em articulações, sem semeá-los em uma matriz. Os condrócitos se organizam sobre a cartilagem lesada. No caso dos ossos, a tecnologia mais testada hoje em dia é o desenvolvimento do tecido in situ. Ou seja, no lugar. Os médicos implantam enxertos de polímeros biodegradáveis, unindo as partes do osso lesado e esperam que as próprias células desses ossos tomem conta da estrutura porosa.
OLHOS
Já existem córneas bioartificiais em testes pré-clínicos. Na Universidade de Toronto, no Canadá, foi desenvolvido um biomaterial óptico transparente de boa adesão para tratar cegueira provocada por problemas na córnea. Há também estudos para cultivo e transplante de retina, além do implante de células-tronco.
RINS
Ainda deve demorar para que se possa reproduzi-los em laboratório. Hoje já se desenvolvem pequenas estruturas celulares que conseguem exercer algumas das funções renais. Mas essas estruturas são microscópicas e não dão conta de filtrar o sangue nem de um inseto. As tentativas de ampliar o modelo esbarram no problema da vascularização e da arquitetura dos tecidos.
DENTES
Pesquisadores americanos e brasileiros já desenvolveram dentes em ratos. Nenhuma técnica testada conseguiu ainda dentes perfeitos, com todas as camadas de tecidos dos dentes originais. Mas os estudos indicam que, com alguns acertos, em poucos anos será possível substituir as próteses de resina por dentes vivos. Há ainda experiências com células-tronco injetadas no maxilar para fazer crescer dentes novos.
BEXIGA
A bexiga provavelmente será o primeiro grande órgão desenvolvido em laboratório a ser aprovado para uso em humanos. Ela tem uma estrutura razoavelmente simples com apenas dois tipos de tecidos, músculo e mucosa. E não tem de metabolizar nada. Hoje já se faz uma série de “remendos” no aparelho urinário com tecidos desenvolvidos por engenharia de tecidos: na própria bexiga, na uretra e em outros tubos de conexão.
CORAÇÃO
A cardiologia é uma das áreas que mais têm avançado na engenharia de tecidos. Terapias com célula-tronco desenvolvidas no Brasil, por exemplo, têm tido ótimos resultados na recuperação de pacientes infartados e com mal de Chagas. Já se fabricam pedaços do miocárdio capazes de pulsar e válvulas que apresentam bons resultados.
FÍGADO
O fígado é um dos órgãos mais difíceis de se reproduzir in vitro porque, além de ter uma estrutura muito complexa onde vários tipos de células exercem funções diferentes, ele é altamente vascularizado. Atualmente, o que já existe e está em fase de testes clínicos são os biorreatores, máquinas semivivas que mantêm em seu interior hepatócitos de porco. O sangue de pacientes com falência hepática aguda, à espera de um transplante, passa por essas células e é metabolizado por elas.
 
Sorriso renovado
Como a ciência vai gerar dentes de reposição a partir de células humanas
1. Em um futuro não muito distante, todo mundo terá células extraídas de dentes de leite ou do siso. Essas células serão guardadas em um banco
2. Quando houver necessidade de repor um dente perdido, essas células serão implantadas em um molde de polímero que tenha a forma do dente original
3. O molde será, então, implantado no corpo de um animal, como um rato, que fornecerá os nutrientes para que as células se multipliquem
4. Em algumas semanas, as células terão consumido o molde e gerado um novo dente, pronto para ser implantado na boca do doador-receptor
 
A arquitetura de um fígado
Recriar o órgão é um dos grandes desafios da bioengenharia. Um dos obstáculos a serem vencidos é a reprodução da intrincada rede de minúsculos vasos
1. No fígado de um cadáver humano, cientistas injetam um polímero líquido que penetra nos vasos sangüíneos
2. Quando a substância se solidifica, a carne do fígado é dissolvida. Sobra uma estrutura que reproduz o esquema circulatório
3. A partir dessa estrutura, um software cria uma imagem tridimensional do fígado e de seus vasos
4. Com base nesse modelo, o computador produz lâminas de polímero poroso, que, empilhadas, constituem o molde do fígado vascularizado
5. Células do receptor são implantadas nesse molde. Ele é mantido em um biorreator que fornece nutrientes e energia para as células
6. As células se multiplicam e consomem o polímero do molde. No final do processo, obtém-se um fígado pronto para ser implantado























Cientistas criam embrião em laboratório a partir de células-tronco
Pesquisa realizada em camundongos pode ajudar tratamentos de fertilidade em humanos
· 
 POR SÉRGIO MATSUURA
03/03/2017 11:00 / ATUALIZADO 03/03/2017 17:06
RIO — Na natureza, a formação de um embrião se dá pela fecundação do gameta feminino pelo gameta masculino, mas cientistas da Universidade de Cambridge, no Reino Unido, conseguiram criar uma estrutura que se assemelha a um embrião usando apenas células-tronco. O experimento, realizado com camundongos, abre novas portas para o melhor entendimento sobre os primeiros estágios do desenvolvimento embrionário, que podem ajudar a evitar abortos espontâneos nesta etapa da gravidez, que afetam duas a cada três mulheres que engravidam.
Assim que o óvulo de um mamífero é fertilizado pelo esperma, ele se divide diversas vezes para, na fase conhecida como blastocisto, formar uma pequena bola de células-tronco. As que irão formar o corpo do futuro animal são chamadas células-tronco embrionárias (ESC, na sigla em inglês), que se agrupam no centro do embrião. Mas existem outros dois tipos de células-tronco, as extraembrionárias do trofoblasto (TSC, na sigla em inglês), que irão formar a placenta; e as da endoderme primitiva, que formarão o saco vitelino.
Tentativas anteriores do uso de células-tronco embrionárias para a criação de embriões em laboratório mostraram avanços limitados, porque o desenvolvimento inicial do embrião requer diferentes tipos de células, que se coordenam mutuamente. Foi exatamente isso que os cientistas de Cambridge fizeram. No experimento, descrito nesta quinta-feira na revista “Science”, eles combinaram células-tronco embrionárias com as do trofoblasto numa cultura celular tridimensional, conhecida como matriz extracelular.
— As células embrionárias e extraembrionárias começaram a conversar e se organizaram numa estrutura que parece e se comporta como um embrião — explicou a professora Magdalena Zernicka-Goetz, que liderou as pesquisas em Cambridge. — Ele tem regiões anatomicamente corretas que se desenvolveram no lugar e no momento certo.
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No desenvolvimento natural, o embrião no estágio de blastocisto possui células-tronco embrionárias (que formarão o corpo do animal), de trofoblasto (que formarão a placenta) e de endoderme primitiva (que formarão o saco vitelino). No experimento, os cientistas pegaram células-tronco embrionárias e de trofoblasto de um blastocisto e as colocaram numa cultura celular (matriz extracelular). Elas se combinaram e organizaram uma estrutura semelhante a um embrião normal, com a matriz extracelular exercendo o papel da endoderme. Também desenvolveram a mesoderme e as células germinativas primordiais (que formarão as gônadas).
TEMPO
Trofoblasto
Matriz
extracelular
Futura
placenta
Fonte: Universidade de Cambridge
‘PARCERIA’ ENTRE AS CÉLULAS
Comparando o embrião produzido com um embrião normal, os pesquisadores demonstraram que o desenvolvimento seguiu o mesmo padrão. As células tronco se organizaram, com as embrionárias em um lado e o trofoblasto do outro. Uma cavidade foi aberta no meio, abrindo espaço para o desenvolvimento do embrião. A mesoderme e as células germinativas primordiais, que formarão as  gônadas, também se desenvolveram no tempo certo.
— Nós sabíamos que a interação entre diferentes tipos de células-tronco era importante, mas o que chama atenção nesse nosso novo trabalho é que se trata de uma parceria real. Essas células verdadeiramente guiam umas as outras — disse Magdalena. 
— Sem essa parceria, o desenvolvimento do formato e de mecanismos biológicos não acontecem corretamente.
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O embrião artificial com 96 horas de desenvolvimento mostra as células-tronco embrionárias (magenta) e extraembrionárias (azul), cercadas pela matriz extracelular - Berna Sozen, Universidade de Cambridge

Robin Lovell-Badge, do Instituto Francis Crick, destaca que o estudo sugere que o que importa para o desenvolvimento do embrião é apenas a combinação de dois tipos de células, não o histórico de desenvolvimento do trofoblasto e do epiblasto numa ordem precisa.
— Os dados também sugerem que a endoderme extraembrionária não é essencial, o que é uma surpresa —comentou Lovell-Badge, não envolvido na pesquisa. — Os autores propõem que seu papel principal talvez seja a produção da matriz celular, o que foi feito artificialmente.
ESTUDOS EM HUMANOS
Já James Adjaye, da Universidade Heinrich Heine, em Düsseldorf, na Alemanha, destacou a importância da esquisa para futuras análises da embriogênese humana.  — O modelo é ideal para estudar a formação de testículos, ovários e da embriogênese em humanos — ponderou Adjaye. — Em combinação com ferramentas de edição genética, agora será possível estudar melhor por que certas mutações genéticas afetam o desenvolvimento normal do embrião.
Apesar de o embrião artificial se parecer com um embrião normal, dificilmente ele geraria um feto saudável, disseram os pesquisadores. Para isso, seria necessário um terceiro tipo de células-tronco, que formam o saco vitelino, que fornece nutrição. Além disso, o sistema não foi otimizado para o desenvolvimento correto da placenta. O próximo passo é realizar experimentos semelhantes com células humanas:
— Nós acreditamos que será possível mimetizar muitos dos eventos do desenvolvimento que acontecem antes dos 14 dias após a fertilização usando células-tronco embrionárias e extraembrionárias humanas — disse a pesquisadora. — Nós estamos muito otimistas de que isso vai nos permitir estudas eventos-chave nesse estágio crítico do desenvolvimento humano sem ter que usar embriões. abendo como o desenvolvimento normal acontece, nós poderemos saber por que é tão comum dar errado.

Células animais e vegetais, isoladas de tecidos vivos, podem continuar a crescer in vitro se os nutrientes e todos os outros fatores necessários à sua sobrevivência, crescimento e proliferação forem corretamente fornecidos. Quando este processo é realizado em laboratório, em condições controladas de temperatura, umidade, oxigênio e gás carbônico, ele é chamado de cultura celular. A cultura de células permite que as mesmas funcionem como unidades independentes similares a microorganismos como bactérias e fungos. Estas células em cultura são capazes de crescer e se dividir normalmente, de forma similar a quando estão crescendo in vivo, isto se, como dito, os nutrientes necessários forem fornecidos no que chamamos de meio de cultura. O meio de cultura é o líquido aonde as células crescem e se multiplicam e pode possuir, dependendo da necessidade de cada linhagem celular, diferentes componentes. Basicamente, um meio de cultura deve possuir em sua composição sais inorgânicos (tais como cálcio, ferro, magnésio, potássio, entre outros), aminoácidos essenciais e não essenciais, vitaminas, antibióticos, uma fonte de energia, como a glicose e um indicador de pH como o fenol red, por exemplo.
Em uma cultura celular, dependendo de seu tecido de origem, as células podem crescer tanto suspensas no meio de cultura, quanto aderidas formando monocamadas no fundo da garrafa em que estão sendo cultivadas. As células em suspensão derivam de linhagens que originalmente não necessitam de adesão ao substrato para proliferação, tais como células hematopoiéticas. Já as células aderidas, necessitam ligar-se ao substrato para se dividir e crescer e esta ligação é essencial, uma vez que se estas células perdem a ancoragem ao substrato, elas param de proliferar e morrem. Exemplos de células aderidas são fibroblastos e células epiteliais, entre outras


Cultura de células em três dimensões para testar medicamentos
Publicado: Quarta, 14 Janeiro 2015 08:11
inCompartilhar
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Testar um medicamento num animal de laboratório ou em células em cultura pode dar resultados distintos. O melhor é simular o efeito do fármaco no órgão que se pretende tratar ou onde pode ser tóxico.
Todos os medicamentos, antes de serem testados em humanos, passam por uma fase de ensaios pré-clínicos em modelos animais ou celulares. Mas o processamento destes compostos no fígado de um animal poderá ser diferente do que acontece num fígado humano, tornando mais difícil uma previsão fidedigna dos efeitos. O Laboratório de Modelos Celulares, no Instituto de Biologia Experimental e Tecnológica, liderado pela investigadora Catarina Brito, dedica-se a estudar modelos celulares que melhor mimetizem o funcionamento dos órgãos, nomeadamente do fígado.
Desde o início da investigação de uma molécula que possa vir a ser integrada num medicamento até à comercialização desse fármaco podem decorrer uma ou duas dezenas de anos – se o processo for bem-sucedido. Muitas vezes a molécula não chega a passar dos ensaios clínicos, seja devido aos efeitos secundários ou aos problemas em termos de segurança. Usar modelos celulares apresenta duas vantagens em relação aos modelos animais: manter células em cultura é menos dispendioso do que manter um biotério e usar células humanas garante melhores estudos sobre segurança os efeitos do fármaco.
Contudo, nem sempre é suficiente manter uma cultura de células para testar o efeito de um químico, porque algumas células, como as do fígado, perdem as características e funções quando não estão integradas num tecido ou órgão. Mas também não seria viável, pelos custos associados, replicar um órgão completo para avaliar a toxicidade ou o caminho percorrido pelo composto. Assim, os modelos de tecidos com estrutura tridimensional são simples o suficiente para poderem ser replicados, mas complexos o quanto basta para replicarem a função do órgão. Com a vantagem de poderem ser mantidos durante muito tempo para avaliar o efeito do composto a longo prazo.
Os hepatócitos – células do fígado – são colocadas num tanque agitador (biorreator) para se irem agregando e ajustando com a mesma estrutura que teriam num órgão real. O ambiente físico-químico e molecular que é criado, o oxigénio e nutrientes que são fornecidos, reproduzem o ambiente dentro do organismo e o fluxo sanguíneo. Associado à memória biológica que as células mantêm é possível reconstruir, por exemplo, os canais que conduzem a bílis. Se inicialmente se usavam hepatócitos com origem em biópsias, agora podem ser derivados a partir de células estaminais.
 
O conhecimento que vai das universidades para as empresas
O laboratório liderado Catarina Brito está integrado na Unidade de Tecnologia de Células Animais do Instituto de Biologia Experimental e Tecnológica (IBET), em Oeiras. Um instituto que, conforme referiu ao Observador Paula Alves, diretora executiva do IBET, nasceu da vontade de dois investigadores – Manuel Carronda e Sampaio Cabral -, na altura no Instituto de Tecnologia do Massachusetts (MIT), nos Estados Unidos. A ideia era colocar a ciência ao serviço das empresas. "Partir da ciência por eles gerada e transferir para a economia e sociedade a capacidade de criar riqueza e qualidade de vida", lê-se na edição comemorativa dos 25 anos, completos em 2014.
A investigação desenvolvida pelos institutos universitários é divulgada entre pares, mas tem dificuldade em chegar às empresas. O IBET pretende promover esta transferência de conhecimento e servir de ponte entre os associados – entre as universidades e institutos de investigação e as empresas, nomeadamente as que podem beneficiar dos avanços no conhecimento biotecnológico, como o setor agroalimentar, florestal ou farmacêutico. São já 50 as empresas nacionais e 60 as multinacionais a terem beneficiado dos serviços desta instituição privada sem fins lucrativos. Além de servir de ponte, o IBET também desenvolve investigação empregando doutorados.
Entre os projetos desenvolvidos no instituto, Paula Alves destaca o melhoramento do arroz, o estudo das propriedade antioxidantes dos sumos de fruta, a certificação dos azeites ou a utilização dos subprodutos da cortiça para a cosmética. Mas também toda a investigação ligada à saúde, como o desenvolvimento de modelos para testar fármacos ou o desenvolvimento de novas vacinas – que se baseiam em vírus artificiais ou que são mais abrangentes. Neste campo, Paula Alves deseja que cada vez se criem mais ligações com a investigação e prática clínica.
 
Fonte: Por Vera Novais para o portal O Observador - http://observador.pt/2015/01/01/cultura-de-celulas-em-tres-dimensoes-para-testar-medicamentos/
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Resumo
Uma revisão compreensiva sobre os meios de cultura celular e uma revisão bibliográfica feita pela Labome sobre o tema, em 750 publicações.
English Abstract
A comprehensive review of cell culture media and Labome survey results on cell culture media from 750 formal publications.
Introdução
O cultivo celular é uma das principais técnicas na ciência da vida. É o termo geralmente utilizado para a remoção de células, tecidos e órgãos de animais ou plantas, e sua subsequente colocação em um ambiente artificial condizente com sua sobrevivência e proliferação. Os requerimentos básicos para que as células cresçam otimamente são: temperatura controlada, substrato para adesão celular, meio de cultivo apropriado e um incubador que mantenha o pH e a osmolaridade corretas. O passo mais importante e crucial no cultivo celular é a seleção do meio de cultura apropriado para o cultivo in vitro. O meio de cultivo é um líquido ou um gel designado para favorecer o crescimento de microrganismos, células ou pequenas plantas. Os meios de cultivo celular geralmente contem uma fonte apropriada de energia e compostos que regulam o ciclo celular. Um meio de cultivo típico é composto de um complemento de aminoácidos, vitaminas, sais inorgânicos, glicose, e soro como fonte de fatores de crescimento, hormônios e fatores de adesão. Além dos nutrientes, o meio também colabora em manter o pH e a osmolaridade.
Tipos de meios de cultivo celular
As células animais podem ser cultivadas utilizando um meio completamente natural ou artificial/sintético junto com alguns produtos naturais.
	
	Tipo de Meio
	Exemplos
	Usos

	Meios naturais
	Fluidos biológicos
	Plasma, soro, linfa, soro de cordão umbilical humano, fluid amniótico
	

	
	Extratos de tecidos
	Extratos de fígado, baço, tumores, leucócitos, medula óssea, extrato de embrião de vaca e de frango
	

	
	Coágulos
	Coagulantes ou coágulos de plasma
	

	Meios artificiais
	SOluções salinas balanceadas
	PBS, DPBS, HBSS, EBSS
	Forma a base dos meios complexos

	
	Meios basais
	MEM DMEM
	Cultivos primários e diplóides

	
	Meios complexos
	RPMI-1640, IMDM
	Manutenção de uma ampla gama de células de mamíferos


Tabela 1. Tipos de meios naturais e artificiais.
Meios naturais
Os meios naturais consistem puramente de fluidos que existem de forma natural. Os meios naturais são muito úteis e convenientes para o cultivo de uma ampla gama de células animais. A principal desvantagem dos meios naturais é sua baixa reprodutibilidade, devido a falta de conhecimento de sua composição exata.
Meios artificiais
Os meios artificiais ou sintéticos são preparados com adição de nutrientes (tanto orgânicos como inorgânicos), vitaminas, sais, fases gasosas de O2 e CO2, proteínas do soro, carboidratos e cofatores [1]. Diferentes meios artificiais foram concebidas para servir a um ou mais dos seguintes propósitos: 1) sobrevivência imediata (solução balanceada de sais, com pH e pressão osmótica específicos); 2) sobrevivência prolongada (solução balanceada de sais suplementada com várias formulações de compostos orgânicos e/ou soro); 3) Crescimento indefinido; 4) Funções especializadas.
Os meios artificiais se agrupam em quatro categorias:
Meio contendo soro
O Soro fetal bovino é o suplemento mais comum nos meios de cultivos de células animais. É utilizado como um complemento de baixo custo para fornecer um meio de cultivo ótimo. O soro fornece também carreadores ou quelantes de nutrientes insolúveis em água, hormônios e fatores de crescimento, inibidores de protease, e se liga a substâncias tóxicas para neutralizar.
Meios livres de soro
A presença do soro nos meios tem algumas desvantagems e pode levar a várias interpretações erradas em estudos imunológicos [2, 3]. Vários meios livres de soro foram desenvolvidos [4, 5]. [4, 5]. Esses meios, no geral, tem sido concebidos especificamente para o cultivo de um tipo celular em particular, e incorporar quantidades definidas de fatores de crescimento purificados, lipoproteínas e outras proteínas que teriam sido fornecidas pelo soro [6]. Esses meios também são conhecidos como â€˜meio de cultura definidoâ€™ já que seus componentes são conhecidos [7,8].
Meios quimicamente definidos
Esses meios contem ingredientes orgânicos e inorgânicos com alto grau de pureza e livres de contaminação, podendo conter também aditivos proteicos puros, como fatores de crescimento [9]. Seus componentes são produzidos por engenharia genética em bactérias ou leveduras, com adição de vitaminas, colesterol, aminoácidos específicos e ácidos graxos [10].
Meios livres de proteínas
Os meios livres de proteínas não contem nenhuma proteína, somente componentes não proteicos. Comparados com os meios complementados com soro, os meios livres de proteínas promovem um crescimento celular e uma expressão proteica superior e facilitam a purificação subseguinte de qualquer produto expresso [11-13]. Formulações como MEM, RPMI-1640 são livres de proteína e a suplementação proteica é feita quando requerida.
Componentes básicos do meio de cultura
Os meios de culturam contem uma mistura de aminoácidos, glicose, sais, vitaminas, e outros nutrientes. Estão disponíveis para venda pelos fornecedores comerciais tanto na forma de pó como forma líquida [14-18]. Os requerimentos desses componentes variam entre as linhas celulares, e essas diferenças são em parte responsáveis pelo grande número de formulações de meios de cultivo [19]. Cada componente possui uma função específica, como se descreve mais abaixo:
Sistemas de tamponamento
A regulação de pH é crítica para estabelecer condições ótimas de cultivo e normalmente é alcançada mediante um dos seguintes sistemas de tamponamento:
Sistema de tamponamento natural
Em um sistema de tamponamento natural, o CO2 gasoso é balanceado com o conteúdo de CO3/HCO3 do meio de cultivo. Os cultivos com sistemas naturais de tamponamento precisam ser mantidos em uma atmosfera com 5-10% CO2, geralmente mantidos por um incubador de CO2. O sistema de tamponamento natural é de baixo custo e não tóxico [20, 21].
HEPES
O tampão químico que utiliza um zwitterion, HEPES, possui uma capacidade de tamponamento superior na faixa de pH de 7,2-7,4 e não precisa de uma atmosfera gasosa controlada [22]. O HEPES é relativamente caro e tóxico em concentrações altas para alguns tipos celulares. O uso de HEPES também foi associado ao aumento da sensibilidade do meio aos efeitos fototóxicos induzidos pela exposição a luz fluorescente [23].
Vermelho de fenol
A maioria dos meios de cultura disponíveis comercialmente incluem um indicador de pH, no qual permite a supervisão constante de pH [24]. Durante o crescimento celular, o meio troca de cor quando há mudança de pH devido a metabólitos liberados pelas células. Em valores baixos de pH, o vermelho de fenol torna o meio amarelo, enquanto em valores altos de pH, o meio se torna roxo. O meio é de cor vermelha brilhante no pH 7,4, o valor ótimo para o cultivo celular. Mesmo assim, há algumas desvantagens associadas ao uso do vermelho de fenol, tal como se descreve abaixo: 1) o vermelho de fenol imita a ação de alguns hormônios esteróides, particularmente o estrogênio [25]. Por isso, é aconselhável utilizar meios sem vermelho de fenol em estudos com células sensíveis a estrogênio, como tecido mamário. 2) A presença do vermelho de fenol em algumas formulações livres de soro interferem com a homeostase do sódio e potássio. Esse efeito pode ser neutralizado pela adição de soro ou do hormônio da glândula pituitária bovina no meio [26]. 3) O vermelho de fenol interfere com a detecção dos estudos de citometria de fluxo.
Sais inorgânicos
Os sais inorgânicos no meio ajudam a reter o balanço osmótico e ajudam a regular o potencial da membrana, provendo íons de sódio, potássio e cálcio [27].
Aminoácidos
Os aminoácidos são os blocos de construção das proteínas, e por isso são ingredientes obrigatórios de todos os meios de cultivos conhecidos. São requeridos para proliferação celular, e sua concentração determina a densidade celular máxima alcançada. A L-glutamina, um aminoácido essencial, é de particular importância [28]. Ela fornece nitrogênio para NAD, NADPH e nucleotídeos, e serve como uma fonte de energia secundária para o metabolismo. A L-glutamina é um aminoácido instável que, com o tempo, se converte em substâncias que não podem ser utilizadas pelas células, por isso deve ser adicionada ao meio logo antes do seu uso [29]. Deve-se ter precaução na hora de adicionar mais L-glutamina do que a determinada na formulação original, já que sua degradação resulta em acúmulo de amoníaco, e o amoníaco pode ser prejudicial para algumas linhagens celulares. A concentração de L-glutamina para cultivo de células de mamíferos pode variar entre 0,68 mM para o Meio 199 a 4 mM para o Meio de Eagleâ€™s modificado por Dulbeccoâ€™s. Os meios de cultivos de células de invertebrados podem conter até 12,3 mM de L-glutamina. Suplementos como glutamax são mais estáveis e podem repor a glutamina no cultivo prologando de células de crescimento lento.
Também pode-se agregar aminoácidos não essenciais ao meio de cultivo para repor aqueles que foram consumidos durante o crescimento. A suplementação dos meios com aminoácidos não essenciais estimulam o crescimento e prolongam a viabilidade das células.
Carboidratos
Os carboidratos nas formas de açúcares são a principal fonte de energia. A maioria dos meios contem glicose e galactose, outros contem maltose e frutose.
Proteínas e peptídeos
As proteínas e peptídeos utilizado com maior frequencia são a albumina, transferrina e fibronectina. São particularmente importantes em meios livres de soro. O soro é uma fonte rica de proteínas e inclui albumina, transferrina, aprotinina, fetuína e fibronectina. A albumina é a proteína principal no sangue, atuando como agregadora de água, sais, ácidos graxos livres, hormônios e vitaminas, sendo carreada entre tecidos e células. A capacidade de ligação da albumina a torna apta para remover substâncias tóxicas dos meios de cultivos.
A aprotinina é um agente protetor dos sistemas de cultivos, estável em pH neutro e ácido, resistente a altas temperaturas e a degradação proteolítica enzimática. Tem habilidade de inibir várias serinas proteases tais como a tripsina. A fetuína é uma glicoproteína que se encontra em maiores concentrações no soro fetal e de recém nascidos, comparado com adultos. Também é um inibidor de serina proteases. A fibronectina é muito importante na adesão celular. A transferrina é uma proteína transportadora de ferro que atua carreando ferro a membrana celular.
Ácidos graxos e lipídios
São particularmente importantes nos meios livres de soro já que geralmente se encontram presentes no soro.
Vitaminas
Muitas vitaminas são essenciais para o crescimento e para a proliferação de células. As vitaminas não podem ser sintetizadas em quantidades suficientes pelas células, por isso são suplementos importantes para tecidos. Novamente, o soro é a principal fonte de vitamina dos cultivos celulares, no entanto, os meios também se encontram enriquecidos com diferentes vitaminas, fazendo que elas sejam apropriados para uma linhagem celular específica. As vitaminas do grupo B são adicionadas geralmente para estimulação de crescimento.
Elementos traços
Os elementos traço são normalmente suplementados a meios livres de soro, para repor os que costumam ser encontrados nos soros. Elementos traços como cobre, zinco, selênio e intermediários do ácido tricarboxílico são elementos químicos que são requeridos em quantidades mínimas para o crescimento celular apropriado [30]. Esses micronutrientes são essenciais para muitos processos biológicos, por exemplo mantendo a funcionalidade das enzimas.
Suplementos para meios
Os meios completos de crescimento recomendados para certas linhagens celulares demandam de alguns componentes adicionais que não se encontram presentes em meios basais nem em soro. Os suplementos ajudam a sustentar a proliferação e a manter o metabolismo celular normal [31, 32]. Apesar dos suplementos serem requeridos para o crescimento normal de algumas linhagens celulares, assim como os hormônios, fatores de crescimento e substâncias de sinalização, é melhor ter alguns cuidados: a adição do suplemento pode alterar a osmolaridade do meio de cultivo completo, no qual pode afetar negativamente o crescimento das células, logo é melhor avaliar novamente a osmolaridade ao adicionar o suplemento. Para a maioria das linhagens celulares, a osmolaridade ótima se encontra entre 260 mOSM/kg a 320 mOSM/kg.
A vida média do meio de cultivo muda logo após a adição do suplemento. Os meios completos que contem um complemento proteico são degradados mais rápido que o meio basal sozinho.
Antibióticos
Mesmo que os antibióticos não sejam requeridos para o crescimento celular, eles podem ser utilizados para controlar o crescimento de contaminantes como bactérias e fungos [33]. Não se recomenda o uso rotineiro de antibióticos para o cultivo celular, já que pode mascarar a contaminação por Mycoplasma e bactérias resistentes [34, 35]. Além disso, os antibióticos podem interferir com o metabolismo de células sensíveis.
Soro em meio
O soro é um mix completo de albumina, fatores de crescimento e inibidores de crescimento [36]. O soro é um dos componentes mais importantes do meio de cultivo celular e serve como fonte de aminoácidos, proteínas, vitamina (particularmente vitaminas lipossolúveis como A, D, E e K), carboidratos, lipídios, hormônios, fatores de crescimento, minerais e oligoelementos [37]. O soro fetal é uma fonte rica de fatores de crescimento e é apropriado para clonagem celular e crescimento de células mais sensíveis [38]. O soro de bezerro é utilizado em estudos de inibição por contato, já que promove menos o crescimento. Os meios de crecimento normais contem de 2 a 10 % de soro. A suplementação de soro serve para as seguintes finalidades [39] :
· O soro fornece os nutrientes básicos para as células (tanto em solução como ligados em proteínas).
· O soro fornece vários fatores de crescimento e hormônios envolvidos na promoção de crescimento e funções celulares especializadas.
· Fornece várias proteínas de ligação como a albumina e transferrina, nas quais podem transportar outras moléculas a célula. Por exemplo: a albumina transporta lipídios, vitaminas, hormônios, etc, até as células.
· Fornece proteínas, como a fibronectina, na qual promove a adesão celular ao substrato. Também fornece fatores de elongação que ajudam as células a se elongarem antes de começarem a se dividir.
· Fornece inibidores de protease que protegem as células da proteólise.
· Também fornece minerais como Na+, K+, Zn2+, Fe2+, etc.
· Aumenta a viscosidade do meio, protegendo as células do dano mecânico durante a agitação de cultivos em suspensão.
· Também atua como tampão.
Devido a presença tanto de fatores de crescimento como inibidores, o papel do soro em cultivo celular é muito complexo. Infelizmente, apesar de ser útil para várias funções, o uso do soro em cultivos de tecidos tem vários inconvenientes [12, 40, 41]. A tabela 2 mostra as vantagens e desvantagens de utilizar o soro em meios.
	Vantagens do soro em meios
	Desvantagens do soro em meios

	O soro contém vários fatores de crescimento e hormônios que estimulam o crescimento e funcionamento celular.
	Falta de uniformidade na composição do soro

	Ajuda na adesão das células
	É necessário testar cada lote antes do uso, para manutenção da qualidade

	Atua como um fator de elongamento
	Pode conter alguns fatores de inibição de crescimento

	Atua como agente tamponante no qual ajuda a manter o pH do meio de cultivo
	Aumenta o risco de contaminação

	Funciona como proteína de ligação
	A presença do soro no meio pode interferir com a purificação e isolamento dos produtos do cultivo celular

	Minimiza os danos mecânicos causados pela viscosidade
	


Tabela 2. Vantagens e desvantagens de utilizar o soro em meios de cultura.
Preparation of Media
Preparação do meio
O meio de cultivo se encontra disponível em três formas:
1. Em pó: precisa ser preparado e esterilizado.
2. Concentrado: deve ser diluído.
3. Solução de trabalho: para ser utilizado diretamente sem manipulação adicional.
O meio em pó é o mais econômico porém precisa ser esterilizado [42]. É aconselhável esterilizar por filtração, previamente a adição do soro, já que a espuma que ocorre na presença do soro desnatura as proteínas. O soro fetal bovino ou de cavalo pode ser adicionado depois da filtração. A esterilização do meio sempre deve ser avaliada colocando-o em uma incubadora a 37oC CO2 por 72 horas antes da utilização, para assegurar que o lote se encontra livre de contaminantes. O meio deve ser armazenado a 4oC. Já que vários componentes do meio são fotossensíveis, eles devem ser armazenados no escuro.
Critérios para seleção de meios
Linhagens celulares
A escolha do meio de cultivo é extremamente importante e afeta significativamente o êxito dos experimentos de cultivo [43]. A escolha do meio depende do tipo de células a ser cultivadas e do propósito do cultivo e recursos disponíveis no laboratório [44, 45]. Diferentes tipos celularees tem requerimentos de crescimento altamente específicos, por isso, o meio mais adequado para cada tipo celular deve ser determinado experimentalmente [46-48]. No geral, sempre é bom começar com MEM para células aderentes e RPMI-1640 para células em suspensão. A tabela 3 descreve as linhagens celulares comumente utilizadas e os meios de cultivo recomendados.
	Linhagem celular
	Morfologia
	Espécie
	Meio
	Aplicações

	HeLa B
	Epitelial
	Humana
	MEM+ 2mM glutamina+ 10% FBS + 1% aminoácidos não essenciais (AANE)
	Estudos sobre tumorigenicidade e vírus

	HL60
	Linfoblasto
	Humana
	RPMI 1640 + 2mM glutamina + 10-20% FBS
	Estudos de diferenciação

	3T3 clone A31
	Fibroblasto
	Camundongo
	DMEM + 2mM glutamina +5% soro de bezerro recém nascido + 5% FBS
	Estudos sobre tumorigenicidade e vírus

	COS-7
	Fibroblasto
	Macaco
	DMEM+ 2mM glutamina + 10% FBS
	Estudos sobre expressão gênica e replicação viral

	CHO
	Epitelial
	Hamster
	Ham′s F12 + 2mM glutamina + 10% FBS
	Estudos nutricionais e de expressão gênica

	HEK 293
	Epitelial
	Humana
	EMEM (EBSS) + 2mM glutamina + 1% aminoácidos não essenciais (AANE) + 10% FBS
	Estudos de transformação

	HUVEC
	Endotelial
	Humana
	F-12 K + 10% FBS + 100 µg/ml heparina
	Estudos de angiogênese

	Jurkat
	Linfoblasto
	Humana
	RPMI-1640 + 10% FBS
	Estudos de sinalização


Tabela 3. Linhagens celulares comuns e meios de cultivos recomendados
Cultivos celulares primários
Os cultivos celulares primários fornecem resultados muito importantes, porém na maior parte do tempo, o maior limitante é a quantidade de células. Para amostras críticas, especialmente de biópsias de humanos doentes, é necessário um meio de cultura de qualidade. A maioria das empresas que trabalham com ciência da vida estão fornecendo meios completos e prontos para uso. Isso reduz o risco de contaminação, assim como poupa tempo, trabalho e dinheiro, por eliminar as etapas de preparo e suplementação. Além disso, todos esses meios estão sujeitos a testes de controle de qualidade e cada lote é rotineiramente avaliado pela sua capacidade de promover o crescimento, a ausência de toxicidade e parâmetros físicos como osomolaridade e pH. A Tabela 4 descreve os meios fornecidos pelas diferentes empresas para as células primárias mais comuns.
	Células
	Meio

	Células endoteliais
	EndoGRO-LS Complete Media Kit (EMD Millipore), HUVEC Basal Medium CB HUVEC (AllCells), Human Endothelial-SFM (Life Technologies), Endothelial Cell Medium (ScienCell Research Laboratories)

	Células de medula óssea
	MarrowMAX Bone Marrow Medium (Life Technologies), Bone Marrow Medium Plus (Sigma)

	Células gliais
	GIBCO® Astrocyte Medium

	Células epiteliais
	Epithelial cell medium (ScienCell Research Laboratory), EpiGRO primary epithelial cells (EMD Millipore)

	Células T
	Human StemXVivo Serum-Free T cell Base Media (R&D systems), Stemline T cell Expansion Medium (Sigma Aldrich)

	Células do sistema hematopoiético
	StemPro-34 SFM (Life Technologies), MethoCult (STEMCELL Technologies, Inc)


Tabela 4. Meios recomendados para células primárias comuns.
Meios de cultivos para células comuns
Os meios de cultivos mais comuns incluem os da Sigma, ATCC, and Life Technologies, e são discutidos.
Meio essencial mínimo de Eagleâ€™s (do inglês, EMEM)
O EMEM se encontra entre os meios mais usados, foi formulado por Harry Eagle a partir de um meio basal mais simples. O EMEM contém uma solução salina balanceada, aminoácidos não essenciais e piruvato de sódio. É formulado com uma concentração reduzida de bicarbonato de sódio (1500 mg/L) para uso com 5% de CO2. Dado que o EMEM não é um meio complexo, geralmente ele é fortificado com suplementos adicionais ou níveis altos de soro, fazendo-o apropriado para uma ampla gama de células de mamíferos.
Meio de Eagleâ€™s modificado por Dulbeccoâ€™s (do inglês, DMEM)
O DMEM possui quase o dobro de concentração de aminoácidos e quatro vezes mais a quantidade de vitaminas que o EMEM, assim como nitrato férrico, piruvato de sódio e alguns aminoácidos suplementares. A formulação original continha 1.000 mg/L de glicose e foi reportado primeiramente para ser usado em cultivo de células embrionárias de ratos. Uma variação da formulação contendo 4500 mg/L de glicose demonstrou ser ótima para o cultivo de uma variedade de células. O DMEM é um meio basal e não contem proteínas ou agente que promovam crescimento. É normalmente suplementada com 5 a 10% de soro fetal bovino. O DMEM utiliza um sistema tamponante de bicarbonato de sódio (3,7 g/L), portanto usando níveis artificiais de CO2 para manter o pH requerido. Os meios em pó são formulados sem bicarbonato de sódio pois esse tende a ser elinado por gaseificação. Meios em pó requerem uma adição de 3,7 g/L de bicarbonato de sódio no momento que for dissolvido em água. O DMEM foi utilizado primeiramente para cultivo de células embrionárias da medula de camundongos. Também foi demonstrado ser extremamente aplicado em estudos de células primárias de camundongos e galinha, formação de placa viral e inibição por contato.
RPMI-1640
O RPMI-1640 é um meio de uso geral e com ampla aplicação em células de mamíferos, em especial células hematopoiéticas. O RPMI-1640 foi desenvolvido no Roswell Park Memorial Institute (RPMI) em Buffalo, Nova York. Ele é uma modificação do 5A de McCoy e foi criado para o cultivo a longo prazo de linfócitos de sangue periférico. O RPMI-1640 utiliza um sistema de tamponamento de bicarbonato e difere da maioria dos meios de cultivo de células de mamíferos que utilizam pH 8,0. Ele suporta o crescimento de uma ampla variedade de células em suspensãoe crescidas em monocamadas. Se esse meio for suplementado de forma adequada com soro ou um substituto adequado, ele terá várias aplicações para células de mamíferos, incluindo o cultivo de linfócitos humanos recém extraídos, protocolos de fusão e crescimento de células híbridas.
Mix de nutrientes Hamâ€™s
Esse mix foi desenvolvido originalmente para suportar o crescimento clonal de células de ovário de hamster chinês (do inglês, CHO). Foram feitas numerosas modificações da formulação original, incluindo o meio F-12 de Han, uma formulação mais completa que a original F-10 e adequada para a propagação livre do soro. O mix foi formulado para ser utilizado com ou sem a suplementação do soro, dependendo do tipo de célula que for ser cultivada.
F-10 de Hamâ€™s: Foi demonstrado que suporta o crescimento de células diplóides e glóbulos brancos humanos para análises cromossomais.
F-12 de Hamâ€™s: Foi demonstrado que suporta o crescimento de hepatócitos primários de ratos e de células epiteliais de próstata de rato. O F-12 de Ham suplementado com 25 mM de HEPES fornece um sistema de tamponamento ótimo.
F-12 de Hamâ€™s modificado por Coonâ€™s: Consiste de quase duas vezes a quantidade de aminoácidos e piruvato que contem o F-12 e também inclui ácido ascórbico. Foi desenvolvido para cultivar células híbridas produzidas por fusão viral.
DMEM/F12: É uma mescla de DMEM e F-12, é um meio extramemente rico e complexo. O tampão HEPES é incluído na formulação numa concentração final de 15 mM, para compensar a perda de capacidade de tamponamento dada pela eliminação do soro.
Meio Dulbeccoâ€™s modificado por Iscoveâ€™s (do inglês, IMDM)
O IMDM é um meio sintético altamente enriquecido e apto para o cultivo de células de proliferação rápida e de alta densidade. O IMDM é uma modificação do DMEM, contendo selênio, aminoácidos adicionais, vitaminas e sais inorgânicos, comparando com o DMEM. Contem nitrato de potássio em vez de nitrato férrico e também contem HEPES e piruvato de sódio. Foi formulado para o crescimento de linfócitos e hibridomas. Estudos demonstraram que o IMDM pode sustentar linfócitos B de ratos, tecido hematopoiético de medula óssea, células B estimuladas com lipopolissacarídeo, linfócitos T e uma variedade de células de hibridoma.
A tabela 5 descreve as diferentes células e linhagens celulares que podem ser cultivadas utilizando os meios mencionados acima:
	Meio
	Tecido ou linhagem celular

	MEM
	Fibroblasto embrionário de galinha, células CHO, células nervosas embrionárias, células tipo alveolares, endotélio, fibroblasto, glia, glioma, tumores humanos, melanoma

	DMEM
	Endotélio, células epiteliais alveolares fetais do tipo II, epitélio do colo do útero, células gastrointestinais, neuroblastoma de rato, células porcinas de tireóide, linhagens celulares de carcinomas de ovário, células de músculo esquelético, células de Sertoli, fibroblasto de hamster sirio

	RPMI-1640
	Células T e timócitos, células-tronco hematopoiéticas, tumores humanos, células humanas de leucemia mielóide, linhagens celulares humanas de leucemia linfoblastóide, mieloma murino, leucemia murina, eritroleucemia murina, hibridoma de rato, células de fígado de rato

	Mix de nutrientes F-10 e F-12
	Retina pigmentada de embrião de galinha, osso, cartilagem, tecido adiposo, células embrionárias de pulmão, células de músculo esquelético

	IMDM
	Medula óssea, células hematopoiéticas progenitoras, linhagens celulares humanas de leucemia linfoblastóide


Tabela 5. Meios comuns e suas aplicações
Otimização de meios de cultivos celulares
A complexidade da composição dos meios de cultivo é um desafio para a otimização dos componentes individuais do meio. A maioria dos meios de cultivo clássicos foram projetados para cultivos de pequena escala e de baixa densidade, e no geral precisam do soro como um dos princiapis nutrientes. No entanto, na indústria biotecnológica, onde há uma necessidade de manter as altas densidades do cultivo e aumentar a produtividade, o desenvolvimento e a otimização dos meios é muito crítico [49]. Normalmente, os meios para a indústria biotecnológica não contem soro e possuem uma concentração de nutrientes muito maior que os meios clássicos [50, 51]. Para otimizar os meios, é necessário considerar os seguintes parâmetros:
Produto que será produzido
O tipo de produto determinará a estratégia de otimização do meio. Para a geração rápida de células, a taxa de crescimento e a viabilidade celular são críticas. Logo, o meio de cultivo deve suportar o crescimento máximo e manter a viabilidade celular em densidades celulares crescentes.
Para a produção de vírus, não apenas a alta densidade celular é requerida, como também nutrientes abundantes para sustentar a replicação viral após a infecção.
Para a produção de proteínas recombinantes, é necessário uma alta densidade celular. Só que os nutrientes requeridos para o crescimento celular podem competir com aqueles requeridos para a produção de proteínas. Por isso, é muito importante determinar com cuidado a densidade celular máxima que um determinado meio pode suportar, para um determinado nível de produtividade. Além disso, é importante também considerar que as mudanças que ocorrem no meio durante a otimização não afetem a qualidade do produto.
Linhagens celulares a serem utilizadas
Diferentes linhagens celulares possuem diferentes demandas nutricionais, devido aos metabolismos distintoa, e que determinam quais os métodos de otimização do meio. As linhagens celulares mais comumente utilizadas na indústria biotecnológica são as células CHO, BHK-12, células de hibridoma, células de mieloma e fibroblastos normais diplóides. Determinadas linhagens celulares tem demandas nutricionais específicas, tal como o colesterol para células de mieloma NS0. Os fibroblastos diploides normais requerem fatores de adesão para aderir e expandir em uma superfície. Eles crescem em densidades muito baixas, necessitando de nutrientes em altas quantidades. As células de hibridoma podem ser altamente dependentes de glutamina. Tipicamente carecem de uma fase estacionária ao alcançar o seu pico de densidade celular, e logo sua viabilidade declina rapidamente. Por isso a otimização do meio reduzirá esse declínio da viabilidade e melhorará a produção de anticorpos monoclonais.
Processo de manufatura
O modo de processo não só afetará a escolha do meio de cultivo, assim como o enfoque da otimização. Os diferentes processos de manufatura são:Processo em batelada: Um meio apenas é utilizado para manter o crescimento celular e a produtividade. Por isso, o meio precisa ser rico em nutrientes, porém se manter dentro dos limites fisiológicos da célula. Batelada alimentada: vários tipos de meio são utilizados ao longo do cultivo celular, dependendo da etapa do processo. Um meio de crescimento é projetado para que tenha concentrações de nutrientes baixas quando a densidade celular está baixa durante o inóculo, porém que mantenha uma alta taxa de crescimento durante o aumento da escala e da produção. Também pode ser utilizado um meio de produção separado e que tenha uma concentração de nutrientes aumentada em relação ao meio de crescimento, para quando o cultivo alcançar a etapa de produção.
Desafios no desenvolvimento dos meios
A tecnologia dos meios de cultivo avançou muito durante as últimas décadas. Encontrar um bom meio de cultivo celular é muito importante para a performance geral do cultivo celular. O desafio de hoje é desenvolver meios sofisticados que possam ser otimizados individualmente para uma gama de cultivos. Porém a dificuldade é grande tanto pela diversidade de linhagens celulares quanto pelo envolvimento de tantos componentes nos meios. O fato de que muitos desses componentes são interdependentes entre eles, dado a complexidade das vias de metabolismo celular, o que agrega mais uma dificuldade à complexidade.
Revisão bibliográfica da Labome sobre meios de cultivo celular
A Labome realizou uma revisão bibliográfica sistemática sobre os reagentes e instrumentos citados em publicações formais. A Labome revisou cerca de 750 artigos com citações de meios de cultivo celular, a partir de 2 de agosto de 2015. A tabela 6 lista os principais tipos de meio e os principais fornecedores.
	Meio
	Núm
	Fornecedor
	Núm

	DMEM
	223
	
	

	
	
	Invitrogen
	182

	
	
	Sigma
	25

	MEM
	117
	
	

	
	
	Invitrogen
	100

	RPMI-1640
	117
	
	

	
	
	Invitrogen
	79

	
	
	Sigma
	14

	DMEM/F12
	43
	
	

	
	
	Invitrogen
	33

	F-12 de Ham
	17
	
	

	
	
	Invitrogen
	8

	Meio Schneider de Drosophila
	13
	
	

	
	
	Invitrogen
	6

	
	
	Sigma
	4

	Meio Neuralbasal
	14
	
	

	
	
	Invitrogen
	13

	Meio 5A de McCoy
	10
	
	

	
	
	Invitrogen
	6

	Outro meio
	
	
	

	Meio de crescimento endotelial (do inglês, EGM-2)
	8
	
	

	Meio 199
	7
	
	

	Meio MethoCult
	5
	
	

	Meio Leibovitz's L-15
	5
	
	

	IMDM
	4
	
	

	Meio M2
	4
	
	

	Meio MCDB 131
	3
	
	

	Meio de diferenciação de músculo esquelético
	3
	
	

	Meio para insetos TC-100
	3
	
	

	Meio YPD
	3
	
	

	Meio para crescimento ESF 921
	3
	
	

	Suplemento para meio Epilife
	2
	
	

	Meio Express Five SF
	2
	
	

	Meio Insect Xpress
	2
	
	

	Meio de separação de linfócitos
	2
	
	

	Meio de crescimento de queratinócitos
	2
	
	

	Meio M16
	2
	
	

	Meio mínimo M9
	2
	
	

	Meo de crescimento de epitélio da mama
	2
	
	

	Meio para insetos Shields and Sang
	2
	
	

	Meio Terrific Broth
	2
	
	


Tabela 6. Estatística dos meios totais na literatura revisada e os principais fornecedores. Núm é o número de publicações que citam o meio ou o fornecedor.
Meio DMEM
A Invitrogen é um dos principais fornecedores dos meios DMEM. Eles foram utilizados para cultivar a linhagem celular de fibroblastos de rins de macaco COS-1, para estudar o efeito da interação entre UBE1L e o domínio PML para a ISG15ilação de PML/RARalfa [52], para realizar um enxerto heterotrófico para demonstrar que as células mielóides específicas derivam do saco vitelino [53], para investigar o efeito de uma subunidade alfa da proteína G atada ao seu C-terminal na taxa de reciclagem e destino pós-endocítico do receptor beta2AR [54], para cultivar células com intuito de investigar o papel do fator de transcrição Ets-1 na regulação da expressão do receptor-A do peptídeo natriurético [55], para realizar cultivos celulares para demonstrar que as variações naturais em plantas podem ser induzidas pela modulação do silenciamento da cromatina [56], para realizar cultivos celulares e estudar o mecanismo de regulação de AMPK pelo relógio circadiano [57] e vários outros [56-71, 71-118, 118-156, 156-219, 219-227].O meio DMEM da Sigam foi citado por várias publicações [57, 228-235, 235-249] e [250]. Outras empresas também forneceram meios DMEM, tais como ATCC [251], Biochrom [252], Biological Industries [253], BioWhittaker [254, 255], Caisson labs [256], Cambrex Biosciences [257], Cellgro [241, 258-262], Chemicon [263], Fisher Scientific [264, 265], Hyclone [266-268], Lonza [269, 270], Mediatech [56, 123, 271-274], Nissui Pharmaceutical Co [218, 236], PAA [275, 276], PAN Biotech [277], Peprotech [278], SAFC Biosciences [279], Welgene [280] e Dundee Cell Products [281].
Meio MEM
O meio MEM (meio mínimo essencial) pode ser utilizado em uma varidade de células em suspensão e células de mamíferos aderentes. A Invitrogen também foi a maior fornecedora do meio MEM. As aplicações para seus produtos variam desde o cultivo de células tronco embrionárias, até a demonstração que a organogênese requer lâminas do tipo B em camundongos [168] e cultivo de células T para confirmar que Bcl-3 é parte da via, onde os adjuvantes afetam a vida útil das células [282], para estudar o papel da sinalização rápida estimulada por progestina na regulação transcricionao dos genes alvo envolvidos na proliferação de células de câncer de mama [283], assim como outros tópicos [59, 60, 64, 71, 72, 99, 100, 112, 120, 133, 163, 176, 182, 183, 186, 189, 205, 228, 244, 262, 280, 283, 284, 284-286, 286-288, 288-291, 291, 292, 292, 293, 293-350].
Outros fornecedores também foram citados, incluindo American Type Culture Collection [202], BioWhittaker [351], Gemini Bio-Products [352], HaartBio Ltd [353], Lonza [270, 303, 354], Mediatech [150, 355], Irvine Scientific [349] and Sigma [60, 242, 301, 356-359].
Meio RPMI-1640
O meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 foi originalmente desenvolvido para o cultivo de células de leucemia humana. O RPMI-1640 da Invitrogen foi utilizado para uma variedade de células de mamíferos. Foi utilizado para cultivar células e estudar o papel de Bacteroides fragilis e estabelecer a simbiose entre hóspede/hospedeiro [360], para estudar o efeito da interação entre UBE1L e o domínio PML para a ISG15ilação de PML/RARalfa [52], para cultivar células LNCaP e comprovar que o CBP em um sistema experimental de drosophila pode co-reprimir a transativação do receptor de androgênio da cromatina pericêntrica [361], e vários outros tópicos [60, 64, 90, 95, 114, 115, 117, 123, 127, 133, 134, 139, 145, 156, 160, 165, 193, 200, 222, 242, 243, 251, 273, 274, 285, 303, 314, 327, 362-367, 367-374, 374, 375, 375-404].O RPMI-1640 da Sigma pode ser encontrado em outras publicações [134, 140, 279, 405-414] e [415-417].
Além disso, da ATCC [176, 212, 298, 418], Athena Enzyme Systems [166], Biochrom [252], BioWhitaker [255, 419-421], Cambrex [422], Cellgro [332], CRUK [423], HyClone [185, 360, 424-426], Lonza [240, 427], Mediatech [123], Societ Prodotti Antibiotici [428], Nacalai Tesque [218] e US Biological [279] também fornecem o meio RPMI-1640.
Meio DMEM/F12
O meio DMEM/F12 é uma mistura 1:1 de DMEM e F-12 de Ham. É um meio extremamente rico e completo. A maioria dos meios DMEM/F12 citados nos artigos revisados foram da Invitrogen. Eles foram utilizados para propiciar um crescimento de uma ampla gama de tipos celulares e estudar suas características biológicas, tais como a regulação da glicosilação de PFK1 [134], o papel da expressão de Oct-4 na malignidade de tumores [429], o papel de Vsx2 na mediação da sinalização de mitogênese [430], o papel da sinalização do hormônio luteinizante na ativação inicial da rede de EFG [71], o efeito de agentes imunosupressivos tópicos na sobrevivência de equivalentes alo-conjuntivais cultivados [431], o papel de CFTR regulando a resposta imune inata mediada por NFkappaB [293], o cultivo de células progenitoras neuronais isoladas de cérebro fetal humano [70] e muitos outros [74, 97, 128, 214, 267, 269, 288, 321, 382, 432-446].
Outros fornecedores também oferecem meio DMEM/F12 como Sigma [353, 409, 447-449], Kibbutz Beit-Ha'Emek [450], Mediatech [451], STEMCELL Technologies [452], Trace Biosciences [453] e Wako [319].
F-12 de Hamâ€™s
A mescla de nutrientes F-12 de Ham é utilizada para o crescimento, na ausência de soro, de cultivos de células CHO, assim como o crescimento na presença do soro de outras células de mamíferos. A Invitrogen ofereceu uma variedade de modificações de F-12 para uma gama de aplicações de cultivos celulares [85, 118, 126, 176, 185, 203, 205, 242]. Além disso, produtos da ATCC [385], BioSource [202], BioWhittaker [255], Gemini Bioproducts [454], Mediatech Inc [254], Roche Diagnostics [325], Sigma [127, 232] e Wako [455] foram citados também.
Meio Neuralbasal
O meio Neuralbasal é um meio basal que satisfaz os requerimentos especiais das células neuronais pós-natais e adultas. Todos os meios Neurobasal citados na revisão bibliográfica foram fornecidos pela Invitrogen, e foram utilizados para crescer células neuronais de hipocampo, córtex e outras regiões do cérebro [217, 256, 311, 323, 455-464].
Meio de Drosophila de Schneider
O meio de Drosophila de Schneider foi criado originalmente para o crescimento de células S2 da mosca de fruta, Drosophila melanogaster. A Invitrogen [279, 465-469], Sigma [470-473] e outros fornecedores como Lonza [474], Serva [475] e US Biological [279] oferecem esse meio. Outro meio comum de Drosophila é o meio Gibco Express Five SF [279, 476, 477].
Meio 5a McCoy
O meio 5a de McCoy é um meio de uso geral que suporta a propagação de muitos tipos celulares. A Invitrogen forneceu a maioria dos meios 5A de McCoy nesse estudo [141, 152, 176, 185, 218, 478, 479]. Outros fornecedores incluem Cellgro [418], Mediatech [150] e Promocell GmBH [152].
Outros meios
Outros meios também foram citados, incluindo o meio YPD [336, 480, 481] para crescimento de leveduras, o meio para insetos TC-100 [467, 482, 483] para o cultivo de células de insetos, o meio de crescimento endotelial (do inglês, EGM-2) [193, 484-490] para células endoteliais, o meio 199 [56, 260, 368, 491-494], IMDM [362, 423, 495,496], Terrific Broth medium [124, 480], meio de diferenciação de músculo esquelético [101, 497], meio para insetos de Shields e Sang [498, 499], meio MethoCult [129, 500-503], meio mínimo M9 [297, 504], meio de cultivo de epitélio da mama [126, 159], meio MCDB 131 [94, 505, 506], meio M2 [276, 507-509], meio de separação de linfócitos [510, 511], meio M16 [507, 508], meio de crescimento de queratinócitos [127, 138], meio L-15 de Leibovitz [71, 84, 176, 512, 513], meio Insect Xpress [474], suplemento para meio Epilife [195], meio de crescimento ESF 921 [474, 514], meio Express Five SF Medium [476, 477], suplemento líquido para meio ITS [515], meio AIMV [496], meio Barbour-Stoenner-Kelly-H (BSK-H) [516], meio tioglicolato modificado BBL Brewers [517], meio BGJ [133], meio BioWhittaker Ultraculture [122], meio BMGY [518], meio de crescimento de epitélio bronquial [150], meio Broth Heart Infusion [285], meio de separação de linfócitos Cellgro [409], meio CnT07 [354], meio EPC [519], meio ESGRO Complete PLUS Clonal Grade [168], meio Ex-CELL 400 [520], meio para explantos [56], meio de cultura de células de inseto Graces [521], meio HBSS [285, 522], meio de cultivo de hepatócitos HCMTM [523], meio Hibernate E [524], meio Histopaque density [511], meio Hybridoma SFM [268], meio para insetos sem soro HyQ-SFX [512], suplemento para meio de insetors [525], meio IPL-41 [526], meio LHC-8 [59], meio LHC-9 [527], meio Linsmaier and Skoog (LS) [528], meio M17 [529], meio M3:10 [530], meio MCDB153 [531], meio Medium 200 [292], meio de expansão de células-tronco mesenquimais [267], meio MesenPro [532], meio de cultivo de tecidos de metionina/cisteína [533], meio de cultivo MSC [519], suplemento para meio de crescimento N1 [301], meio PrEC [534], meio basal de epitélios renal [152], meio rico definido [535], meio S2 [525], meio com dextrose Sabouraud [536], meio livre de soro estilo livre [537], meio livre de soro contendo meio Neurobasal-A [538], meio livre de soro N2.1 [409], meio SFM4CHO [539], meio SFX-Insect [540], meio para crescimento de músculo esquelético [280], meio StemSpan SFEM [541], meio tioglicolato [375], meio condicionado para linfócitos T [542], meio VP-SFM [363], meio YNB [336], meio de diferenciação de adipócito [348], meio para diferenciação de condrócitos [348], meio EGM-2 [212], meio baseado em metil-celulose M3434 [543], meio Mesencult [348], meio Murashige and Skoog [544].
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