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(57) Resumo:

A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE A UM
BIOREACTOR INTEGRADO NUM SISTEMA DE
CULTURA QUE PODE SER USADO PARA ESTIMULAR
A COLONIZACAO E ADESAO CELULAR, EXPANSAO E
DIFERENCIACAO DE CELULAS SOB CONDIGOES DE
CULTURA  ALTAMENTE CONTROLADAS E
MONITORIZADAS. O BIOREACTOR (1) E UM
DISPOSITIVO  MULTI-CAMARA DE  PERFUSAO
CONTENDO UM MECANISMO INOVADOR DE
RETENGCAO DE ESTRUTURAS DE SUPORTE PARA
CRESCIMENTO CELULAR E DE CAVIDADES DE C Eawes R

DISTRIBUICAO DE FLUXO DE MEIO DE CULTURA. QUANDO INTEGRADO NO SISTEMA DE
CULTURA DESCRITO, O BIOREACTOR PODE SER UTILIZADO PARA AUMENTAR E
DIRECCIONAR O CRESCIMENTO E DIFERENCIAGAO CELULARES, ATRAVES DO
ESTABELECIMENTO DE UM AMBIENTE DE CULTURA DINAMICO. ESTE E CAPAZ DE
HOMOGENEA E SIMULTANEAMENTE EXPOR VARIAS MATRIZES CELULARIZADAS
BIDIMENSIONAIS E/OU TRIDIMENSIONAIS A TENSAO DE CORTE ATRAVES DA PERFUSAO UNI
OU BIDIRECCIONAL DE MEIO DE CULTURA. O SISTEMA DE CULTURA E ESTANQUE, SENDO
INDEPENDENTE E AUTO-SUFICIENTE NO QUE DIZ RESPEITO AO ESTABELECIMENTO DA SUA




TEMPERATURA INTERNA E DA COMPOSIGAO GASOSA DO MEIO DE CULTURA. O SISTEMA
TAMBEM INTEGRA DISPOSITIVOS PARA A MONITORIZAGAO E CONTROLO CONTINUOS DOS
PARAMETROS DE CULTURA ASSIM COMO PARA A QUANTIFICACAO DE VARIOS
COMPONENTES BIOQUIMICOS DISSOLVIDOS NO MEIO DE CULTURA.



RESUMO

BIOREACTOR MULTI-CAMARA COM PERFUSAO BIDIRECCIONAL
INTEGRADO NUM SISTEMA DE CULTURA PARA APLICAQAO EM
ESTRATEGIAS DE ENGENHARIA DE TECIDOS

A presente invencdo refere-se a um Dbioreactor
integrado num sistema de cultura que pode ser usado para
estimular a colonizacdo e adesdo celular, expansdo e
diferenciagdo de células sob condigbes de cultura
altamente controladas e monitorizadas. O bioreactor (1) é
um dispositivo multi-clmara de perfusdo contendo um
mecanismo inovador de retencdo de estruturas de suporte
para crescimento celular e de cavidades de distribuicéo
de fluxo de meio de cultura. Quando integrado no sistema
de cultura descrito, o bioreactor pode ser utilizado para
aumentar e direccionar o crescimento e diferenciacéo
celulares, através do estabelecimento de um ambiente de
cultura dindmico. Este é capaz de homogénea e
simultaneamente expor varias matrizes <celularizadas
bidimensionais e/ou tridimensionais a tensdo de corte
através da perfusdo uni ou bidireccional de meio de
cultura. 0 sistema de cultura é estanque, sendo
independente e auto-suficiente no que diz respeito ao
estabelecimento da sua temperatura interna e da
composicdo gasosa do meio de cultura. O sistema também
integra dispositivos para a monitorizacgdo e controlo
continuos dos paradmetros de cultura assim como para a
quantificacao de varios componentes bioguimicos

dissolvidos no meio de cultura.



DESCRICAO

BIOREACTOR MULTI-CAMARA COM PERFUSAO BIDIRECCIONAL
INTEGRADO NUM SISTEMA DE CULTURA PARA APLICAQAO EM
ESTRATEGIAS DE ENGENHARIA DE TECIDOS

OBJECTO DA INVENGAO

A presente invencgao estéa relacionada com a
colonizacdo e adesdo celular e cultura bidimensional e/ou
tridimensional de células. Em particular, a presente
invengcdo descreve um bioreactor desenhado para suportar a
colonizacgéo e cultivo de células em estruturas
bidimensionais e/ou tridimensionais de suporte para
crescimento celular, para posterior utilizacdo como

implantes médicos.

ESTADO DA TECNICA

As células constituintes dos tecidos experimentam
estimulos mecdnicos constantemente. O stress mecénico é
um importante modulador da fisiologia celular e pensa-se
gue a dindmica mecénica intracelular é também importante
para a homeostasia dos tecidos. Extensiva investigacgdao
sobre o efeito do estimulo mecdnico no metabolismo
celular sugeriu que os tecidos respondem a estimulacgdo
mecénica induzida pelo fluxo dos fluidos intersticiais.
Estimulos fisicos como a tensdo de corte, o fluxo de
fluidos, a compressdo e a tensao sao traduzidos em sinais
biogquimicos que modulam a funcdo celular. Mesmo as

células em condicdo estdtica experimentam estimulos



fisicos através do efeito da gravidade. Existe
considerédavel evidéncia de que os estimulos mecédnicos
afectam a expressao de genes e aumentam
significativamente a actividade de biossintese de varios
tipos <celulares. Estudos recentes demonstraram que a
cultura de células num ambiente bioquimico apropriado e
na presenca de estimulos mecénicos podem fornecer os
sinais correctos para a diferenciacdo e a producdo de

matriz extracelular com propriedades mecadnicas adegquadas.

Existe um grande interesse no desenvolvimento de um
ambiente fisico in vitro apropriado, utilizando sistemas
dinédmicos de simulacd&o biomecénica, conhecidos como

bioreactores, para gerar ou regenerar tecidos funcionais.

Os bioreactores devem ser desenhados com o objectivo
de estabelecer uma distribuicdo espacial uniforme de
células em estruturas tridimensionais de suporte para
crescimento celular, manter as concentracdes desejadas de
gases e nutrientes no meio de cultura, permitir a difuséo
de factores Dbioquimicos para o interior da matriz
celularizada, assim Ccomo a continua renovacao de
subprodutos do metabolismo celular e exposicdo do tecido
em desenvolvimento aos estimulos mecidnicos adequados.
Esta estratégia de engenharia de tecidos tem o potencial
de fornecer um numero ilimitado de transplantes, assim
como constitui um melhor meio de controlo quantitativo
dos parémetros de cultura celular, permitindo o

desenvolvimento de tecidos funcionais in vitro.



Nos ultimos anos diversos sistemas dindmicos de
colonizacgdo e cultura celular tém sido implementados para
induzir diferentes tipos de estimulacédo fisica as células
in vitro. Sistemas simples incluem placas de cultura,
vasos agitados e vasos rotativos nos quais as matrizes
celularizadas estdo fixadas ou a flutuar, e o meio de
cultura ¢é renovado periodicamente. Outros sistemas séo
baseados em colunas ou camaras de perfusdo, nas gquais as
matrizes celularizadas sdo fixadas e o meio de cultura
continuamente recirculado e perfundido através delas.
Nestes sistemas o condicionamento fisico das matrizes

celularizadas ocorre por forcas de corte hidrodinédmicas.

A provisdo de nutrientes a tecidos tridimensionais
poderd ocorrer por difusdo passiva, ou por distribuicdo
activa por perfusdao directa. No entanto, a perfusao
directa introduz um novo nivel de complexidade guando a
produgdo em grande escala é desejada, sendo os desafios

de engenharia significativos.

A presente invencdo aspira ao desenvolvimento de um
sistema dinédmico melhorado de colonizacdo e cultura de
matrizes celularizadas para regeneracao tecidular,
baseado no conceito de perfusdo directa. Este dispositivo
¢ maquinado em materiais autoclavaveis e biologicamente
inertes. O nUmero de cémaras de cultura/perfusdo aumenta
significativamente a homogeneidade entre matrizes
celularizadas. Além disso, o controlo da temperatura e
troca de gases ¢é alcancado através de monitorizacdo e

automacao computacional em tempo real. A quantificacd&o em



tempo real da actividade celular € também possivel,

utilizando sensores e software analitico apropriados.

DESCRIGCAO DA INVENGAO

A  presente invencgdo refere-se a um Dbioreactor
integrado num sistema de cultura que pode ser usado na
colonizagcdo e adesdo <celular e cultura de matrizes
celularizadas para aplicacéao em estratégias de
regeneracdo de tecidos. Este sistema de cultura pode ser
capaz de originar matrizes celularizadas para varios
tipos de implantes tecidulares, tais como osso, pele,

cartilagem e musculo.

O sistema de cultura descrito & capaz de exercer
perfusdo continua de meio de expansdo ou diferenciacéo,
melhorando o transporte de massa das células em matrizes
celularizadas. A perfusdao continua de meio de cultura
exercida pelo sistema de cultura é capaz de actuar como
um estimulo sobre as células, sendo assim capaz de
regular ou aumentar a ©proliferacdo e diferenciacéao
celulares. A perfusdo de meio através das matrizes
celularizadas em cultura pode ser feita tanto

unidireccionalmente como bidireccionalmente.

O bioreactor, que possui uma forma cilindrica, ¢é
essencialmente composto por duas tampas e uma peca
central, sendo cada uma das tampas presa a cada uma das
extremidades da pegca central. A peca central contem
vadrias cémaras de cultura/perfusdo, (preferencialmente

vinte) no seu interior, sendo cada uma capaz de conter



uma ou mails estruturas de suporte para crescimento
celular. Quando presas a pecga central, cada uma das
tampas define uma cavidade distribuidora/colectora
responsavel por homogeneamente fornecer meio de cultura a
vdrias matrizes celularizadas. Uma outra caracteristica
principal deste bioreactor é o seu mecanismo de retencéo
das matrizes celularizadas dentro das cémaras de
cultura/perfusdo. As matrizes celularizadas s&o retidas
nas cédmaras de cultura/perfusdo, na parte central, entre
as duas cavidades distribuidoras/colectoras. As matrizes
celularizadas sao mantidas imobilizadas no interior das
cdmaras de cultura/perfusdo através da wutilizacdo de
seccgdes tubulares cujos comprimentos podem ser definidos
de acordo com a espessura das matrizes celularizadas.
Adicionalmente, ¢ possivel cultivar tanto matrizes

celularizadas bidimensionais como tridimensionais.

0 meio de cultura é fornecido as cémaras
distribuidoras/colectoras através de um orificio para
entrada/saida de meio, situado no centro de cada uma das
tampas e circulado de e para um reservatdério arejado de

meio de cultura por accdo de uma bomba peristédltica.

O arejamento do meio de cultura é efectuado no
reservatdério de meio de cultura por injeccdo de uma
mistura de gases preestabelecida. A troca de gases entre
a fase gasosa e a fase ligquida pode ser efectuada por
simples Dborbulhamento da mistura gasosa no meio de
cultura depositado no reservatdério ou efectuada através
de uma membrana permedvel a gases. A mistura dos gases a

z

serem injectados ¢é efectuada por um misturador de gases,



o qual pode ser controlado através de um computador
central. Os gases e as suas concentragdes no reservatdrio
de meio de cultura podem ser definidos de acordo com O

tipo e objectivo de cada cultura.

A temperatura no interior do sistema de cultura é
regulada por um Sistema termostéatico integrado
electrénico ligado a um computador central gque o
controla. Uma cadmara estanque € usada para conter o0s
elementos principais do sistema, de forma a manter uma
temperatura interna constante e manter igualmente um

ambiente estéril.

Os componentes principais do sistema de cultura
podem ser fabricados a partir de materiais inertes,
biocompativeis e autoclavaveis, permitindo assim um

processo de esterilizacdo facil e réapido.

O sistema de cultura aqui descrito pode ser
instrumentado com sensores para medicdo de pardmetros
tais como ©pressdao hidrostéatica, pH, concentracao de
oxigénio e didéxido de carbono dissolvidos e concentracgdo
de glucose. Sistemas analiticos adicionais podem ser
integrados no sistema para quantificacdo de multiplos
componentes bioguimicos (por exemplo metabolitos)

dissolvidos no meio de cultura.

Parédmetros tais como a velocidade e direccédo de
fluxo podem também ser automatizados e controlados
através da ligacgcdo da bomba peristdltica ao computador

central. Desta forma, estes pardmetros podem ser mantidos



de acordo com programas de cultura pré-estabelecidos ou

automaticamente alterados a qualquer momento.

A intensidade e, particularmente, a bidireccionalidade do
fluxo sdo factores importantes na colonizacdo ou cultura
de células em ambiente dindmico. Deste modo, a estrutura
do sistema de cultura aqui descrito permite a
homogeneidade e controlo ©preciso sobre estes dois

fendmenos.

BREVE DESCRIQKO DAS FIGURAS

A Figura 1 ilustra, em vista isométrica montada e
explodida, a estrutura e configuracao preferenciais

do bioreactor.

Na Figura 2 encontra-se representada a parte central
do bioreactor, parcialmente seccionada, mostrando em
detalhe o interior de trés das vinte cémaras de

cultura/perfusdo em trés possiveis configuracgdes.

A Figura 3 ilustra uma seccg¢do longitudinal do
bioreactor descrito na figura 1 montado, mostrando
em detalhe as cémaras de cultura/perfusdo em cinco
possiveis configuracgdes: a) contendo uma estrutura
de suporte para crescimento celular tridimensional
imobilizado por uma seccgdo tubular, b) contendo uma
membrana 1imobilizada por uma seccao tubular longa,
c) aberta, d) contendo duas estruturas de suporte

para crescimento celular sobrepostas 1imobilizadas



por uma seccdo tubular curta e) tapado por um disco

de silicone e um cilindro de PTFE.

A Figura 4 representa o sistema de cultura completo
integrando dispositivos de monitorizacdo e controlo
das composigdes do meio de cultura e atmosfera e de

renovacado de meio de cultura.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

A descrigcdao que se segue refere-se a uma forma
preferencial de realizagcdo da presente 1invencao que
recorre as figuras anteriormente referidas de modo a

permitir uma melhor compreensdo da invencgao.

O bioreactor (1) ¢é essencialmente composto por uma
peca central (3), que contém varias cémaras de
cultura/perfusao (9) para acomodacgao de matrizes
celularizadas (7) e por duas tampas (2) gue se ligam a
peca central. Estas tampas definem duas cavidades
distribuidoras/colectoras (14) de meio de cultura, o gqual
entra e sai dessas mesmas cavidades
distribuidoras/colectoras através de um orificio (13) no

centro de cada tampa.

A peca central (3) deste dispositivo é composta por
vinte cldmaras de cultura/perfusdo, dispostas radialmente,
maguinadas num Unico bloco cilindrico de policarbonato. O
uso de policarbonato na construcao desta peca relaciona-
se com as suas propriedades quimicas, mecénicas e dpticas

ja& que é biologicamente inerte, extremamente resistente a



solventes e possul grande estabilidade dimensional e
resisténcia a altas temperaturas. Adicionalmente, este
material possui a vantagem de ser transparente,
permitindo assim que o conteudo de cada camara de

cultura/perfusdo seja visualizado através do bloco.

Alternativamente ao policarbonato, diversos outros
materiais podem ser usados na fabricagdo desta pecga,
particularmente no caso de o dispositivo ter fins
descartéaveis. Relativamente as camaras de
cultura/perfusdo, o seu numero e dimensdes também podem
ser variadas de acordo com as necessidades especificas de
cada aplicacéo. Na invencéo aqui descrita séo
consideradas vinte cémaras com um didmetro de oito
milimetros e uma profundidade de quinze milimetros, cada
uma capaz de conter uma ou mals matrizes celularizadas
com oito milimetros de didmetro e uma espessura total

maxima de oito a dez milimetros.

As matrizes celularizadas sdo inseridas e apertadas
no interior das cémaras de cultura/perfusdo de modo a que
0 meio de cultura flua através das matrizes celularizadas
e ndo a sua volta. Seccgbdes tubulares (6) de etileno-
propileno fluoretizado (FEP) sao inseridas sobre cada uma
das matrizes celularizadas de forma a manté-las
imobilizadas no interior de cada uma das cémaras de
cultura/perfusdo. O uso destas secgdes tubulares de FEP é
uma caracteristica importante da invencdo ja& que permitem
cultivar matrizes celularizadas com diferentes espessuras
simplesmente ajustando o comprimento dessas mesmas

seccgdes tubulares, que sao cortadas a partir de tubos



transparentes de FEP com oito milimetros de diémetro
externo. Quanto ao didmetro interno das secgdes
tubulares, este deve ser o maior possivel sendo no
entanto suficientemente pequeno para que seja capaz de
reter eficientemente a matriz celularizada. Tal como no
caso de todas as outras pecas, outros materiais podem ser
considerados na producdo destes anéis desde que possuam

caracteristicas adequadas.

A medida que as matrizes celularizadas vao sendo
removidas das respectivas camaras para serem analisadas
em diferentes tempos de cultura, as cavidades vazias
resultantes desta remocdo sdo tapadas através da insercéo
de um disco de silicone (11) e de um cilindro (10) de
politetrafluoretileno (PTFE) de modo a impedir
completamente a passagem de meio de cultura através
dessas camaras vazias. Apds a remogdo das matrizes
celularizadas, o fluxo total de perfusdo & reajustado de
modo a que se mantenha o fluxo de perfusdo por matriz

celularizada individual pretendido.

Dada a versatilidade das cémaras de cultura/perfuséo
e do mecanismo de retencdo de matrizes celularizadas,
varias configuragdes de matrizes celularizadas podem ser
utilizadas. Além de matrizes celularizadas
tridimensionais singulares (7), cada camara de
cultura/perfusdo pode também conter mais do gque uma
matriz celularizada, por exemplo, varias matrizes
celularizadas sobrepostas (15). Adicionalmente, ajustando

o comprimento das secg¢des tubulares (6) de FEP, matrizes

10



celularizadas bidimensionais, na forma de membranas (16),

podem também ser cultivadas.

De modo a fechar o bioreactor, as duas tampas (2)
feitas de PTFE sao ligadas a peca central. Esta ligacédo é
feita através do uso de um mecanismo de enroscamento
possibilitado pela presenca de roscas (8) em ambas as
tampas e na peg¢a central. A utilizacdo de PTFE no fabrico
das duas tampas justifica-se rela sua excelente
estabilidade dimensional, grande resisténcia a altas
temperaturas, propriedades mecédnicas constantes e pelo
facto de ser um material inerte e bio compativel. De modo
a garantir a estanquicidade do bioreactor, dois wvedantes
(5) feitos de Viton® sao colocados nos espagos entre as

tampas e a pecga central de policarbonato.

Cada uma das duas tampas define uma cavidade
distribuidora/colectora (14) que ¢é capaz de actuar como
distribuidora de meio pelas varias cémaras de
cultura/perfusdo, assim como colectora do meio oriundo
dessas mesmas cémaras de cultura/perfusdo, dependendo do
sentido de deslocacdo do meio de cultura seleccionado. As
superficies destas cavidades foram desenhadas de modo a
que o meio de cultura a circular no seu interior seja
homogeneamente distribuido pelas varias camaras de
cultura/perfuséo. Desta forma, todas as matrizes
celularizadas inseridas nas cédmaras de cultura/perfuséo
sdo expostas a uma igual intensidade de fluxo. A
principal vantagem deste mecanismo de distribuicdo de
meio de cultura é o facto de este estar integrado no

préprio bioreactor. Esta caracteristica elimina a

11



necessidade de utilizar multiplos tubos e conexdes, 0s
quais sédo, em grande medida, responséaveis pelo surgimento
de contaminac¢des. Adicionalmente, o) perfil destas
cavidades minimiza a acumulacdo de bolhas de ar. Desta
forma, o sistema revela-se consideravelmente mais simples
e de fécil utilizacdo permitindo, nomeadamente, uma mais

facil e rdpida montagem do sistema.

Ambas as tampas (2) apresentam um orificio central
(13) com um prolongamento tubular roscado (12) que
permite a conexdo de tubos externos para a circulacéao do
meio de cultura. O desenho das tampas permite também o
seu encaixe num suporte especifico (4) feito de PTFE que

suporta o0 bioreactor durante a sua montagem e cultura.

Sendo ambas as tampas exactamente iguais, estas séo
capazes de se ligar a qualquer uma das duas extremidades
da peca central, assim como de encaixar no suporte do
bioreactor, possibilitando uma facil e rédpida inversao do

bioreactor.

Quanto ao sistema de cultura ilustrado na figura 4,
este é composto pelo bioreactor (1) (acima descrito)
ligado a um reservatdério de meio (17) pelos orificios de
entrada/saida de meio (13) de ambas as tampas. Além de
duas ligacodes de entrada/saida de meio (18), o
reservatdério possui também ligacgdes adicionais para
entrada (19) e saida de gases (20), os quais séao
purificados por filtros de ar (21). O filtro pelo gqual se
d4d entrada de ar pode ser directamente exposto aos gases

da atmosfera circundante (opg¢do nao representada) ou pode

12



alternativamente e preferencialmente ser ligado a um
misturador de gases (22) que continuamente mistura e
injecta uma mistura desejada de varios gases, obtidos de
fontes externas (23), através do filtro de ar, sob a
superficie do meio de cultura depositado no reservatédrio
de meio. Desta forma, é possivel controlar a concentracao
de cada géas dissolvido no meio de cultura circulante. Os
gases sao dissolvidos no meio de cultura por simples
borbulhamento da mistura gasosa no meio de cultura ou
alternativamente através de uma membrana permedvel a

gases (nao representada) imersa no meio de cultura.

Resumidamente, o meio de cultura é recolhido do
reservatério de meio (17), bombeado para uma primeira
cavidade distribuidora/colectora (14), atravessa as
matrizes celularizadas contidas nas multiplas cémaras de
cultura/perfuséo, recolhido na segunda cavidade
distribuidora/colectora (14) e, finalmente, direccionado
de novo para o reservatdério de meio (17). Adicionalmente,
o meio de cultura circulante pode ser automaticamente
descartado e substituido por meio fresco através da
inclusdao no circuito de <circulacédo de meio de duas
valvulas (24) controladas pelo computador central que
permitem recolher/expelir meio através de 1ligagbes a
reservatdérios externos (25) para fornecimento de meio

fresco e recolha de meio descartado.

A tubagem utilizada na circulacé&o de meio de cultura
pode ser de varios tipos. Quando é usado um misturador de
gases para dissolver gases no meio de cultura, é

privilegiado o uso de tubagens com pouca ou nenhuma
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permeabilidade a gases de modo a manter uma composicao
gasosa precisa e constante dissolvida no meio de cultura
circulante. Tubagens produzidas a partir de formulacgdes
poliméricas tais como Tygon® R-3607 ou Pharmed® ismaprene
sdo bons exemplos. Quando o0s gases sao passivamente
dissolvidos no meio circulante através de um filtro de
ar, ¢é preferida a utilizacdo de tubagens com grande
permeabilidade a gases, de forma a aumentar a troca de
gases entre o meio circulante e a atmosfera circundante.
Neste caso, formulagbes tais como silicone podem ser
usadas, Jj& que sao altamente permedveis a gases tais como

didéxido de carbono e oxigénio.

Uma das mais importantes caracteristicas deste
sistema de cultura é a sua capacidade de variar o sentido
de circulacdo e a intensidade do fluxo do meio de cultura
instantaneamente e em qualquer momento. Isto é efectuado
simplesmente alterando o sentido e a velocidade de
rotacdo da bomba peristédltica (26). Desta forma, &
possivel efectuar perfusdo de meio de cultura através das
matrizes celularizadas de uma forma bidireccional e com
uma qualquer intensidade desejada. Assim, ¢é ©possivel
aplicar programas de perfusao, no decurso das culturas,
que variam o sentido e a intensidade de fluxo a qualquer

momento.

O estabelecimento de programas de variacao de
intensidade e sentido de fluxo pode ser efectuado tanto
manualmente, alterando em qualquer momento a intensidade
e sentido de fluxo directamente no painel de controlo da

bomba peristdltica, assim como automaticamente, usando um

14



computador para controlar a velocidade e sentido de
rotacdo da bomba peristdltica ao longo do tempo. Na
colonizacdo de células em estruturas de suporte para
crescimento celular, o estabelecimento de uma intensidade
de fluxo adequada ¢é crucial para uma adesdo celular
eficaz as superficies das estruturas de suporte para
crescimento celular, enquanto a bidireccionalidade ¢é
responsdavel por uma distribuig¢do mais homogénea das
células pela totalidade das superficies internas e
externas das estruturas de suporte para crescimento
celular. Durante a cultura, a aplicacdo de um fluxo de
meio adequado combinado com um programa adequado de
inversdo do sentido de fluxo pode ser responsavel pelo
aumento da proliferacdo e diferenciacdo celular de acordo

com o programa de cultura escolhido.

Este sistema permite também, se desejado, a
integragdo de multiplos sensores (28) de modo a
monitorizar parédmetros tais como pressdao hidrostatica,
PH, concentragdes de oxigénio e didéxido de carbono

dissolvidos e concentracdo de glucose, entre outros.

Adicionalmente, outros equipamentos analiticos (29),
podem ser acoplados ao sistema. Sistemas analiticos
baseados em andlise de fluxo injectado (FIA) ou de
injecgdo sequencial (SIA) podem ser integrados no sistema
de modo qgue recolham e analisem periodicamente amostras
do meio de cultura circulante de perfusdo e assim
quantificar varios componentes bioguimicos (p.e.
metabolitos celulares) dissolvidos no meio. Todos o0s

dados obtidos através dos sensores e analisadores, podem
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ser adquiridos independentemente, através do software de
cada um dos sensores, ou direccionados para uma aplicacéo
de software no computador central (27), que pode ser
simultaneamente responsavel pela automacgdo e controlo de
todos os dispositivos electrénicos do sistema, tal como a
bomba peristdltica e as valvulas. Esta solucdo permite
uma aquisicdo centralizada e facilitada de dados,
sincronizada com as acgdes dos dispositivos efectores

integrados no sistema de cultura.

A temperatura no interior do sistema de cultura é
regulada por uma resisténcia eléctrica (30) e um sensor
de temperatura (31), que estdao ligados ao computador

central (27) e que por ele sdo controlados.

De modo a manter um ambiente estéril e com uma
temperatura estdvel, os elementos principais do sistema
sdo colocados no interior de uma camara estanque (32).
Esta cémara estanque contém varios orificios para troca
de meio de cultura e de gases, e também para passagem de
cabos de comunicacdo de dados. Esta cdmara estanque pode
ser feita de policarbonato ou outro material similar que
permita a visualizac&o do seu interior e gue permita

também a esterilizacgdo por autoclavagem.

Tal como mencionado anteriormente, este sistema de
cultura pode ser usado ndo apenas na cultura mas também
na colonizacdo de células em estruturas de suporte para
crescimento celular. Dada a sua pequena dimensdo, este
sistema requer volumes muito pequenos de meio de cultura

para eficientemente perfundir estruturas de suporte para
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crescimento celular ou matrizes celularizadas. Por esta
razdo, é possivel efectuar um procedimento de colonizacgdo
dinémica usando suspensdes celulares altamente
concentradas sem que seja necessario utilizar gquantidades
extremamente grandes de células. Normalmente, um volume
de cerca de 100 mililitros é suficiente para efectuar uma
colonizagdo dindmica num conjunto de estruturas de
suporte para crescimento celular, J& gue o volume interno
total do circuito de perfusdo ¢é de cerca de 90
mililitros. Desta forma, as células tém uma maior
possibilidade de aderir as superficies das estruturas de
suporte para crescimento celular J& que se encontram
altamente concentradas e passam um maior numero de vezes
pelo seu interior, tornando o processo de colonizacgdo

mais eficiente.

Também, devido a natureza bidireccional do sistema
de cultura, a colonizacéao celular torna-se mais
homogénea. A constante mudanca do sentido de perfusdo da
suspensao celular permite a wvariacdo das condigdes as
quais as multiplas superficies das estruturas de suporte
para crescimento celular sao expostas. Desta forma, todas
as superficies das estruturas de suporte para crescimento
celular tendem a sentir as mesmas variacdes de
intensidade de fluxo, independentemente da sua posigcao ou

orientacdo relativa.

Lisboa, 2 de Marco de 2017
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REIVINDICAGOES

1. Bioreactor caracterizado por ser composto por uma
pegca central (3), que contém varias cémaras de
cultura/perfusdo (9), dispostas radialmente, magquinadas
num Unico bloco cilindrico de policarbonato, entre duas
cavidades distribuidoras/coletoras (14), para acomodacgao
de matrizes celularizadas (7) e por duas tampas (2)
iguais entre si, que se ligam a pecga central através do
uso de um mecanismo de enroscamento possibilitado pela
presenca de roscas (8) em ambas as tampas e na peca
central, e que definem as duas cavidades
distribuidoras/colectoras (14) de meio de cultura,
homogeneamente distribuido ©pelas varias cémaras de
cultura/perfusdo (9), o qual entra e sai dessas mesmas
cavidades distribuidoras/colectoras através de um unico
orificio (13) no centro de cada tampa, apresentando este
orificio um prolongamento tubular roscado (12) que
permite a conexdo de tubos externos para a circulacéao do
meio de cultura, e sendo possivel o encaixe do bioreactor

num suporte especifico (4) devido ao desenho das tampas.

2. Bioreactor de acordo com a reivindicacéao 1,
caracterizado por possuir ambas as tampas (2) exactamente
iguais, possibilitando uma féacil e rdpida inversdo do

bioreactor.

3. Bioreactor de acordo com as reivindicagbes 1 e 2,
caracterizado por o numero de cédmaras de cultura/perfusao

que alcang¢a uma razdo area/volume o6ptima ser de 20.



4. Bioreactor de acordo com as reivindicagbes 1 a 3,
caracterizado por reter as matrizes celularizadas nas
cédmaras de cultura/perfusdo, na parte central, entre as
duas cavidades distribuidoras/colectoras sendo estas
mantidas imobilizadas no interior das cédmaras de
cultura/perfusao através da utilizacéo de seccgdes
tubulares cujos comprimentos podem ser definidos de

acordo com a espessura das matrizes celularizadas.

5. Bioreactor de acordo com as reivindicagbdes 1 a 4,
caracterizado por cada uma das duas tampas definir uma
cavidade distribuidora/colectora (14) que ¢é capaz de
actuar como distribuidora de meio pelas varias camaras de
cultura/perfusdo, assim como colectora do meio oriundo
dessas mesmas cémaras de cultura/perfusdo, dependendo do

sentido de deslocacgdo do meio de cultura seleccionado.

6. Bioreactor de acordo com as reivindicagbes 1 a 5,
caracterizado por o mecanismo de distribuicdo de meio de

cultura estar integrado no préprio bioreactor.

7. Bioreactor de acordo com as reivindicagbdes 1 a 6,
caracterizado por permitir cultivar tanto matrizes

celularizadas bidimensionais como tridimensionais.

3. Bioreactor de acordo com as reivindicagbes 1 a 7,
caracterizado por permitir a utilizacdo de qualquer tipo
de tubagem cujas dimensdes sejam consistentes com as
entradas e saidas de meio do Dbioreactor e seja

biocompativel ou inerte.



9. Bioreactor de acordo com as reivindicagbes 1 a 8,
caracterizado por cada camara de cultura/perfusdo poder
acomodar uma ou mais estruturas de suporte para

crescimento celular.

10. Bioreactor de acordo com as reivindicagbes 1 a 8§,
caracterizado por os componentes principais do sistema de
cultura poderem ser fabricados a partir de quaisquer

materiais inerte e biocompativel.

11. Sistema de cultura celular caracterizado por ser
composto por um bioreactor (1), de acordo com as
reivindicag¢des 1 a 10, ligado a um reservatdério de meio
(17) pelos orificios de entrada/saida de meio (13) de
ambas as tampas e que possui, além de duas ligacgdes de
entrada/saida de meio (18), 1ligacgdes adicionais para
entrada (19) e saida de gases (20), os qualis sao
purificados por filtros de ar (21), sendo o meio de
cultura recolhido do reservatdrio de meio (17), bombeado
para uma primeira cavidade distribuidora/colectora (14),
atravessando as matrizes <celularizadas contidas nas
maltiplas cémaras de cultura/perfusdo, recolhido na
segunda cavidade distribuidora/colectora (14) e
direccionado de novo para o reservatdério de meio (17),
podendo o referido meio de cultura circulante ser
automaticamente descartado e substituido por meio fresco
através da inclusé&o no circuito de circulacdo de meio de
duas valvulas (24) controladas pelo computador central
que permitem recolher/expelir meio através de ligacdes a
reservatdérios externos (25) para fornecimento de meio

fresco e recolha de meio descartado; tendo este sistema a



capacidade de exercer perfusdo continua de meio de
expansao ou diferenciacdo, podendo a perfusdo de meio
através das matrizes celularizadas em cultura ser feita

tanto unidireccionalmente como bidireccionalmente.

12, Sistema de cultura celular de acordo com a
reivindicacao 11, caracterizado por a temperatura do
sistema ser controlada por um sistema termoestdtico
electrénico integrado, conectado e controlado por um

computador central.

13. Sistema de cultura celular de acordo com as
reivindicacdes 11 e 12, caracterizado por o circuito de
meio de cultura incluir um Unico reservatdrio para a
colheita e distribuicdo do meio de e para as céamaras de

cultura/perfuséo.

14, Sistema de cultura celular de acordo com as
reivindicacgdes 11 a 13, caracterizado por o arejamento do
meio de cultura poder ser realizado no reservatdrio por
injecgdo (borbulhamento) de uma mistura de gases pré-
definida, monitorizada e controlada automaticamente por
um computador central, ou por troca passiva de gases

filtrados da atmosfera externa.

15. Sistema de cultura celular de acordo com as
reivindicacdes 11 a 14, caracterizado por permitir a sua
utilizacdo como um sistema dindmico de cultura celular,
com fluxo de meio estabelecido unidireccionalmente ou

bidireccionalmente.



16. Sistema de cultura celular de acordo com as
reivindicacdes 11 a 15, caracterizado por permitir que as
cavidades vazias resultantes da remogcao das matrizes
celularizadas com diferentes tempos de cultura sejam
tapadas através da insercdo de um disco de silicone (11)
e de um cilindro (10) de politetrafluoretileno (PTFE), ou
de qualquer outro material compativel, de modo a impedir
completamente a passagem de meio de cultura através
dessas cémaras vazias, sendo o fluxo total de perfuséo
reajustado de modo a que se mantenha o fluxo de perfuséo

por matriz celularizada individual pretendido.

17. Sistema de cultura celular de acordo com as
reivindicagbes 11 a 16, caracterizado por permitir a
integracdo de multiplos sensores (28) de modo a
monitorizar parémetros tais como pressdo hidrostéatica,
PH, concentragbes de oxigénio e didéxido de carbono
dissolvidos e concentragcdao de glucose, entre outros,
assim como outros equipamentos analiticos (29), tais como
sistemas analiticos baseados em andlise de fluxo
injectado (FIA) ou de injecc¢ado sequencial (SIA) de modo a
recolher e analisar periodicamente amostras do meio de
cultura circulante de perfusdo e assim quantificar varios

componentes bioquimicos dissolvidos no meio.

18. Sistema de cultura celular de acordo com as
reivindicacgdées 11 a 17, caracterizado por os elementos
principais do sistema serem colocados no interior de uma
cadmara estanque (32) que contém varios orificios para

troca de meio de cultura e de gases.



19. Sistema de cultura celular de acordo com as
reivindicagdes 11 a 18, caracterizado por permitir a
utilizacdo de todos os tipos celulares (por exemplo, de
origem animal ou humana, culturas primdrias ou linhas
celulares) usadas nos procedimentos de colonizacdo e

adesdo celular e/ou manutencdo em cultura.

20. Sistema de cultura celular de acordo com as
reivindicacdes 11 a 19, caracterizado por os componentes
principais do sistema de cultura poderem ser fabricados a
partir de materiais inertes, biocompativeis e
autoclavaveis, permitindo assim um processo de

esterilizacdo facil e réapido.

Lisboa, 2 de Marco de 2017
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