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“Numa folha qualquer 

Eu desenho um sol amarelo (que descolorirá) 

E com cinco ou seis retas 

É fácil fazer um castelo (que descolorirá) 

Giro um simples compasso 

E num círculo eu faço o mundo (que descolorirá) 

 

Toquinho 



 
 

 

RESUMO  

O cultivo celular permitiu diversos avanços na forma como vemos os processos 
que regem o funcionamento dos organismos vivos. A cultura em ambiente 2D 
utilizando células primárias ou linhagens imortalizadas trouxe luz a diversos 
questionamentos em relação: à morfologia celular; aos processos bioquímicos 
e metabólicos; à expressão gênica e proteica; ao estudo do comportamento 
celular; ao desenvolvimento de doenças; e ao desenvolvimento e teste de 
milhares de fármacos. Com a evolução das ferramentas de análise, lacunas 
quanto ao modelo 2D surgiram, principalmente relacionadas à interação célula 
a célula na monocamada, o que leva a alterações nas funções celulares não 
mimetizando o que se observa in vivo. Sendo assim modelos de cultivo 3D 
surgiram em uma tentativa de recriar um ambiente fisiologicamente e 
metabolicamente mais semelhante ao encontrado nos tecidos e órgãos. Como 
exemplos temos a técnica de esferoides, as culturas organotípicas, os 
organoides e modelos de microfluídica, que buscam tornar o modelo mais 
complexo com a incorporação de hidrogéis e elementos da matriz extracelular.  
Um dos hidrogéis mais utilizado para cultura 3D é o colágeno, que possui alta 
biocompatibilidade além de possuir propriedades biomiméticas. Outro ponto 
que ainda é um grande desafio é o desenvolvimento formas de mimetizar um 
sistema de circulação capaz de realizar a perfusão do meio de cultura na 
matriz. O objetivo desta tese foi aprimorar um modelo de mucosa utilizando 
diferentes fontes de colágeno e elementos da matriz extracelular e desenvolver 
metodologias de circulação de meio de cultura. Foi realizada uma análise 
comparativa entre o colágeno extraído da cauda do rato e do tendão de pé de 
suíno, com ação de fibroblastos primários e fibronectina e laminina ao gel de 
colágeno mimetizando a camada dérmica da mucosa e adição de 
queratinócitos (HaCaT) sobre formando o epitélio. Observamos que o uso de 
colágeno suíno resultou em um modelo com epitélio menos permeável 
suportado por uma matriz mais porosa e maior atividade de fibroblastos. A 
adição de componentes da MEC levou a um epitélio mais espesso e maduro e 
aumentou a atividade dos fibroblastos. O uso de colágeno suíno mostrou-se 
eficiente, e a adição de componentes da MEC potencializou o modelo de 
mucosa. Desenvolvemos uma patente que propõe uma estratégia para 
perfusão e recirculação do meio de cultura.  A incorporação de outros 
elementos da matriz extracelular tornou o modelo de mucosa mais robusto, 
complexo podendo ser uma ferramenta útil no teste de fármacos.  

Palavras chave: cultura 2D, cultura 3D, cultura organotípica, mucosa, colágeno, 
matriz extracelular.  

 

  

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

Cell culture has allowed various advancements in how we perceive the 
processes governing the functioning of living organisms. 2D culture using 
primary cells or immortalized cell lines has shed light on various inquiries 
regarding cellular morphology, biochemical and metabolic processes, gene and 
protein expression, the study of cellular behavior, disease development, and the 
testing of thousands of drugs. As analytical tools evolved, gaps in the 2D model 
emerged, particularly concerning cell-to-cell interaction in the monolayer, 
leading to changes in cellular functions that do not mimic what is observed in 
vivo. Therefore, 3D culture models emerged in an attempt to recreate a 
physiologically and metabolically more similar environment to that found in 
tissues and organs. Examples include spheroid techniques, organotypic 
cultures, organoids, and microfluidic models, aiming to make the model more 
complex by incorporating hydrogels and elements of the extracellular matrix. 
One of the most commonly used hydrogels for 3D culture is collagen, which has 
high biocompatibility and biomimetic properties. Another challenge is the 
development of ways to mimic a circulation system capable of perfusing the 
culture medium into the matrix. The goal of this thesis was to improve a mucosa 
model using different sources of collagen and extracellular matrix elements and 
develop methodologies for medium circulation. A comparative analysis was 
conducted between collagen extracted from the rat tail and pig's foot tendon, 
with the action of primary fibroblasts and fibronectin and laminin on the collagen 
gel mimicking the dermal layer of the mucosa, and the addition of keratinocytes 
(HaCaT) forming the epithelium. We observed that the use of pig collagen 
resulted in a model with a less permeable epithelium supported by a more 
porous matrix and higher fibroblast activity. The addition of ECM components 
led to a thicker and more mature epithelium and increased fibroblast activity. 
The use of pig collagen proved to be efficient, and the addition of ECM 
components enhanced the mucosa model. We developed a patent proposing a 
strategy for perfusion and recirculation of the culture medium. The incorporation 
of other extracellular matrix elements made the mucosa model more robust and 
complex, potentially serving as a useful tool in drug testing. 

 

 

Keywords: 2D culture, 3D culture, organotypic, mucosa, collagen, extracellular 
matrix. 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

Lista de Abreviações  

µm - micrômetro 

DMEM – meio de Eagle Modificado por Dulbeco 

EM – meio essencial  

FN – fibronectina  

GACs – glicosaminoglicanos  

HaCaT – linhagem celular de queratinócito  

HE – hematoxilina/eosina  

LM – laminina  

MEC/ECM – matriz extracelular  

mM – mili molar  

NaCl – cloreto de sódio  

PCL – policarprolactona 

PGA – poli (ácido-glicólico) 

PGs – proteoglicanos  

pH – potencial hidrogeniônico  

PLA – poli (ácido-láctico) 

PLGA – poli (ácido láctico co-glicólico) 

RT-qPCR – reação da polimerase reversa em tempo real  
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 A evolução do cultivo celular 

 

O cultivo de células teve início em 1907 com Harrison e seu estudo com 

fibras nervosas de embriões de sapos mantidas em linfa de sapos adultos,  

(Kapałczyńska et al., 2018). Carrel e Burrows cultivaram fragmentos de tecidos 

de vários animais e também tumores, utilizando o plasma do animal de origem, 

que mais tarde foi substituído pelo soro do animal de origem. Foi Carrel quem 

desenvolveu o primeiro frasco de cultura de vidro que levaram o nome de 

frasco D. Adicionalmente, percebeu que havia a necessidade de se utilizar 

técnicas estéreis no cultivo bem como o uso de substância antibacterianas e 

para isso testou o uso de pequenas quantidades de tolueno para deter o 

crescimento bacteriano (Taylor, 2014). 

Em 1948, Earle estabeleceu a primeira linhagem celular, um fibroblasto 

derivado de tecido subcutâneo de camundongo que recebeu o nome de célula 

L (L929). Em 1952, Gay estabelece a primeira linhagem humana imortalizada, 

derivada de um adenocarcinoma agressivo do colo do útero denominada de 

HeLa. Outro fator importante no cultivo celular é a manutenção destas em 

meios líquidos que proporcionassem as condições para estas células se 

desenvolverem fora do organismo vivo, uso de plasma ou linfa animal levava a 

grande variedade de composição química e contaminação da cultura. Diversos 

pesquisadores começaram a estudar os componentes mais necessários ao 

metabolismo celular, como aminoácidos, sais, vitaminas, hormônios e glicose e 

o destaque fica com meio essencial EM  e o DMEM - Meio de Eagle Modificado 

por Dulbecco, também foram desenvolvidos com aminoácidos essenciais e não 

essenciais, sendo atualmente um meio muito usado na cultura celular 

(Magdalena, 2017).  

 Estas descobertas iniciais possibilitaram que diversas outras linhagens 

fossem estabelecidas utilizando tecidos animais e humanos normais ou 

patológicos, com no caso das linhagens tumorais.  Estas linhagens são usadas 

em diferentes ensaios, como avaliações morfológicas, compreensão do 

comportamento celular, estudos de processo bioquímicos, metabólicos, 
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identificação de genes e proteína, teste de novos fármacos, entre outros 

(Sanyal, 2014). 

1.2 Técnicas 2D de cultivo celular 
 

O cultivo celular clássico é realizado em ambiente bi-dimensional (2D) 

utilizando linhagens celulares ou culturas primárias cultivadas em garrafas ou 

placas, nas quais as células ficam aderidas ao fundo ou dispersas no meio. 

Diversos dispositivos de cultivo e ensaios metodológicos foram criados visando 

otimizar o cultivo utilizando a cultura 2D. De uma maneira geral, no cultivo 2D 

as células aderentes são semeadas em superfícies planas, (placas ou garrafas) 

juntamente com meio de cultura e crescem em monocamada (figura1). O meio 

é um componente fundamental, pois vai fornecer os componentes essenciais 

para o desenvolvimento e proliferação das células. Sua composição varia de 

acordo com a linhagem, mas basicamente contém glicose, sais minerais e 

aminoácidos, podendo ser suplementado com soro fetal de diferentes animais, 

sendo o mais comum o de origem bovina que vai fornecer fatores de 

crescimento e proteínas importantes para as células (Yao and Asayama, 2017).   

A cultura 2D tem suas vantagens sendo uma técnica de fácil 

desenvolvimento, manutenção e custo relativamente baixo. Uma grande 

quantidade de ensaios foi padronizada utilizando essa técnica, sendo que os 

insumos para cultivo (placas e garrafas) e formas de análise foram 

desenvolvidos baseadas neste modelo (Kapałczyńska et al., 2018).  

Avanços na compreensão dos diferentes mecanismos gênicos e 

moleculares das células evidenciaram que o ambiente 2D não pode não 

mimetizar as características metabólicas e fisiológicas e a complexidade 

estrutural dos tecidos vivos. No caso de cultura de células aderentes, observa-

se a formação de uma monocamada no fundo da placa o que causa uma 

interação célula-célula e célula ambiente diferente de um tecido normal ou de 

uma massa tumoral. As interações celulares se relacionam a diversos 

processos como: diferenciação celular, proliferação, vitalidade, expressão de 

genes e proteínas, capacidade de resposta a estímulos, metabolismo de 

drogas (Kapałczyńska et al., 2018).  
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Algumas desvantagens são observadas no ambiente de cultivo 2D. Por 

exemplo, as células em monocamada têm um acesso homogêneo ao meio de 

cultura, a nutrientes, metabólitos e moléculas sinalizadoras e também a fatores 

físicos como a concentração de oxigênio e gás carbônico. Não existe também 

uma interação adequada das células com a matriz extracelular (Kapałczyńska 

et al., 2018; Jensen and Teng, 2020). Quando submetidas a ensaios, como 

teste de fármacos, o contato uniforme com a droga pode levar a uma 

potencialização dos efeitos destas, o que leva a insucessos na transposição 

dos testes in vitro para o in vivo (Mehrotra et al., 2010). Em suma, nas culturas 

2D falta a dimensão de volume que permita interações mais complexas entre 

as células e destas com seu ambiente, e mimetize de uma forma mais 

fidedigna os processos celulares, necessitando de ajustes técnicos para 

ensaios mais fiéis ao funcionamento in vivo. 

Figura 1: ilustração demonstrando A) técnica de cultivo tradicional 2D, 

onde as células aderentes disposta em monocamada no fundo da placa de 

cultura; e B) modelo de cultivo 3D onde, as células embebidas em uma matriz, 

ocorre a maior interação célula a célula e com os componentes da matriz. 

Adaptado de (Hussey et al., 2018).  

1.3 Técnicas de cultivo 3D 
 

O emprego de técnicas 3D de cultivo celular surge como uma alternativa 

para desenvolver um modelo mais complexo, que mimetize as condições 

fisiológicas e preencha as lacunas entre a cultura celular e os ensaios em 
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animais. Estas técnicas podem ser divididas em dois tipos: os esferoides e as 

culturas 3D (organotípicas, organoides) (Gunti et al., 2021) 

1.3.1 Técnica do esferóide 
 

A técnica do esferoide foi estabelecida pela primeira vez em 1971, 

usando células pulmonares V79 de hamster chinês. Esta técnica utiliza placas 

não aderentes que permitem que as células em suspensão formem agregados 

celulares esféricos (Kim et al., 2023). As células que formam este agregado 

secretam matriz extracelular que permite a ligação das integrinas que 

contribuem para a adesão célula a célula e com o passar dos dias ocorre uma 

regulação positiva de E-caderina fortalecendo estas ligações o que torna a 

esfera mais compacta (Smyrek et al., 2019).  

Entre as vantagens dos esferoides: 1 - a facilidade de realização do 

protocolo; 2 - não há a necessidade e uso de um andaime ou matriz de 

sustentação; 3 - menor custo entre as técnicas 3D;  4 - uma maior interação 

célula a célula; 5 - cria-se um relação de borda e centro; 6 - diferentes 

gradientes de dispersão de oxigênio e fatores solúveis; 7 - criação de 

populações heterogêneas (por exemplo, células hipóxicas vs. normóxicas, 

quiescentes vs. células em replicação);   8 - modelo bem estabelecido para a 

avalição do efeito de drogas antitumorais, já que no tumor também se 

apresenta com uma forma maciça de células onde ocorre esse gradiente 

borda/centro e células em diferentes estágios metabólicos (Fang and Eglen, 

2017; Carvalho et al., 2022).  

As desvantagens desta técnica são: 1 -  dificuldade de formar esferoides 

homogêneos principalmente em linhagens tumorais mais invasivas com 

fenótipo mais mesenquimal em que existe uma diminuição da E-caderina; 2 - 

uso de diferentes tipos celulares e a disposição das células ocorre de forma 

aleatória; 3 - a interação com outros componentes de matriz extracelular ainda 

é limitada; 4 - o tamanho da esfera, visto que esferas grandes apresentam um 

centro necrótico (Vinci et al., 2012; Białkowska et al., 2020). 
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1.3.2 Culturas organotípicas  
 

As culturas organotípicas e organóides utilizam andaime (tradução de 

scaffold) como base de sustentação para as células possibilitando a construção 

de um “tecido” com camadas definidas e uma matriz extracelular. Estes 

andaimes fornecem suporte físico às células, permitindo-lhes agregar, proliferar 

e migrar, estes buscam imitar a matriz extracelular do tecido; fornecendo um 

substrato para as células interagirem (Temple et al., 2022). 

Os materiais utilizados para a fabricação de andaimes devem ser 

biocompatíveis permitindo o bioreconhecimento molecular das células. As 

propriedades mecânicas do material e a degradação cinética devem ser 

levados em conta de acordo com o tipo de tecido que se queira produzir. A 

distribuição dos poros, a área superficial exposta e a porosidade 

desempenham um papel importante, influenciando a penetração dentro do 

volume da estrutura (Carletti et al., 2011). Para a confecção dos andaimes 

pode-se utilizar hidrogéis sintéticos ou naturais figura 2. 

Os hidrogéis sintéticos podem ser mais facilmente adaptados as 

necessidades específicas do tecido produzidos, suas propriedades mecânicas 

são ajustáveis o que permite uma maior estabilidade e reprodutibilidade da 

estrutura e controle do tamanho dos poros e da rigidez, porém são menos 

biocompatíveis e bioativos. Os polímeros sintéticos mais usados são: poli(ácido 

glicólico) (PGA), o poli(ácido láctico) (PLA), ou seus copolímeros ou misturas, 

bem como o poliéster alifático policaprolactona (PCL) (Carletti et al., 2011). 

Os hidrogéis naturais como colágeno, ácido hialurônico, quitosana, 

alginato são extraídos de plantas ou animais e apresentam biocompatibilidade 

e baixa toxicidade. A variabilidade entre lotes a obtenção e o processamento é 

mais complexo, o que torna seu custo mais elevado, além disso o tamanho da 

trama reticulada e dos poros não é homogêneo (Maji and Lee, 2022).  

Os hidrogéis de colágeno são muito utilizados nos ensaios 3D por suas 

propriedades biomiméticas: citocompatibilidade, adesão celular e por formar 

um ambiente viscoelástico em que as células conseguem se manter e 

desenvolver. O colágeno utilizado nos hidrogéis é predominantemente o do tipo 
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1, derivado do tendão da cauda de rato. O processo de automontagem das 

fibrilas de colágeno e a geleificação ocorre quando elevamos a temperatura e o 

pH do colágeno. O tamanho das fibras formadas tem influência no 

comportamento celular, por exemplo em fibrilas maiores os fibroblastos 

apresentam menor alongamento e maior velocidade de migração (Caliari and 

Burdick, 2016). A este hidrogel podem ser adicionados outros componentes da 

matriz extracelular como proteínas, glicoproteínas e glicosaminoglicanos 

(fibronectina, laminina, ácido hialurônico), tornando o ambiente mais complexo 

e auxiliando na interação das células a matriz. 

Figura 2: vantagens de desvantagens dos hidrogéis naturais e sintéticos 

mais utilizados nos modelos 3D: Adaptado de: (Leberfinger et al., 2017) 
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As vantagens em se utilizar o modelo 3D a base de colágeno são: a 

maior interface célula a célula, a criação de um volume tridimensional que 

permite uma atuação diferenciada dos fatores físicos (oxigênio e as forças 

mecânicas que atuam sobre estas células), a possibilidade de criar gradientes 

de concentração de nutrientes e dispersão de drogas, a interação com outras 

células como as do sistema imune criando um microambiente celular e uma 

maior mimetização dos processos fisiológicos (Langhans, 2018). As 

desvantagens da técnica se relacionam ao tempo e custo para preparo, a 

necessidade de adaptação e validação de alguns testes.    

Diversos modelos que mimetizam tecidos humanos tem sido propostos, 

pulmão, mama, fígado, intestino, cérebro são alguns exemplos (Clevers, 2016). 

O modelo de pele equivalente que visa mimetizar a pele humana tem ganhado 

destaque nos últimos anos, para utilização de testes in vitro de cosméticos e 

medicamentos, e em pesquisa oncológica. A busca pela construção de tecidos 

mais complexos, com maior número de camadas e células além das estruturas 

presentes na pele é constante e aprimoramentos nos modelos já existentes são 

necessários.  

1.4 Estrutura da pele/mucosa 
 

Os modelos de pele/mucosa equivalentes buscam reproduzir a 

morfologia e processos fisiológicos encontrados no ser vivo. A estrutura da pele 

e seus apêndices são subdivididos em duas camadas: epiderme e derme 

(figura 3). 

Na epiderme observa-se um tecido epitelial estratificado composto por 

células justapostas que repousam sobre uma membrana basal. Dentre os tipos 

celulares observa-se a presença de queratinócitos, células de Merkel, células 

de Langerhans e melanócitos. A epiderme possui quatro estratos: 1- estrato 

basal, nesta os queratinócitos sofrem constantes divisões celulares para 

substituir as células que se movem em direção à superfície, entre as células 

desta camada se encontram os melanócitos que produzem e secretam a 

melanina; 2- estrato espinhoso com várias camadas de queratinócitos; 3- 

estrato granuloso composta por três a quatro camadas de queratinócitos 
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achatados; 4- estrato córneo: camada mais externa formada por células mortas 

completamente queratinizadas, sua espessura varia de acordo com a região, 

são estas células que sofrem descamação por causa dos atritos diários 

(Nahirney and Ovalle, 2014).  

A derme é composta por um tecido conjuntivo altamente vascularizado 

composto por diferentes tipos celulares embebidos em uma matriz extracelular 

(fibras de colágeno, proteoglicanas, glicosaminoglicanas e glicoproteínas 

multiadesivas) que participa da modulação das propriedades mecânicas da 

pele. Adicionalmente, observa-se na derme uma grande variação de anexos da 

pele, como folículos pilosos, glândulas sebáceas e glândulas sudoríparas. 

Apresenta uma camada papilar mais superficial e uma camada reticular 

profunda. O aporte sanguíneo de nutrientes para a epiderme é realizado 

através de uma rede de capilares encontrados na camada papilar em íntimo 

contato com o estrato basal do epitélio (Ross and Pawlina, 1979; Arda et al., 

2014; Nahirney and Ovalle, 2014). 

A composição e estrutura da epiderme e da derme varia de acordo com 

as características da região que está sendo revestida. Por exemplo, a 

espessura da epiderme varia de 0,5mm (pele fina) a 3,0mm (pele grossa). 

Adicionalmente, na face observa-se uma grande variação na composição da 

derme, especialmente dos seus anexos (Arda et al., 2014).  

Figura 3: imagem histológica corada em HE de uma pele humana; FTM 

um modelo 3D utilizando colágeno extraído de cauda de rato; e hC-FTM um 

modelo com colágeno humano. Adaptado de: (Mieremet et al., 2018).  

A mucosa e formada por um conjunto de tecido que reveste os órgãos 

e cavidades do corpo, mantendo estes úmidos e protegendo contra partículas e 

agentes agressores  No estômago e na bexiga, protege dos efeitos abrasivos 
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do ácido estomacal e da urina. Na cavidade nasal tem função de captar as 

partículas olfativas. Histologicamente é dividida em 3 camadas: epitélio, lâmina 

própria e muscular da mucosa. 

O epitélio possui uma alta taxa de renovação celular e pode ser 

estratificado, cúbico ou pseudoestratificado, possuir estruturas acessórias 

como cílios e microvilosidades, e estruturas secretoras de muco, que vai 

recobrir a superfície deste epitélio. O tipo de epitélio e das estruturas varia de 

acordo com as necessidades do órgão.  

A lâmina própria situada abaixo do epitélio se caracteriza por um tecido 

conjuntivo frouxo onde se encontram os fibroblastos que produzem proteínas 

estruturais, glicoproteínas e proteoglicanos, que vão fazer a sustentação e 

união dos componentes este tecido conjuntivo. Nesta ainda se localizam os 

vasos sanguíneos que irrigarão o epitélio e nervos. Encontramos ainda células 

do sistema do sistema imune que atuam na vigilância e defesa contra 

invasores. 

A muscular da mucosa é a camada mais profunda contendo musculo 

liso e sua espessura varia de órgão para órgão. A presença de musculo liso faz 

com que a mucosa se movimente ativamente esticando e contraindo movendo 

o muco e atuando nos movimentos da autolimpeza.  

A camada de revestimento que cobre as estruturas na cavidade oral é 

chamada de mucosa oral. Essa membrana, constituída por tecido mole úmido, 

estende-se desde a junção entre a borda vermelha dos lábios e a mucosa 

labial, na parte anterior, até as pregas palatofaríngeas, na parte posterior. 

Do ponto de vista histológico, a mucosa oral também  é composta por 

três camadas. A camada mais externa é um epitélio escamoso estratificado 

superficial, conhecido como epitélio oral. A espessura e o grau de 

queratinização dessa camada dependem da localização e das demandas 

funcionais. Logo abaixo encontra-se a lâmina própria, e mais profundamente, 

um tecido conjuntivo denso e irregular denominado submucosa. Em algumas 

áreas da cavidade oral, a submucosa está ausente, e a lâmina própria está 

diretamente ligada ao osso ou músculo. A mucosa oral pode ser classificada 
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em três tipos: mucosa de revestimento, mucosa mastigatória e mucosa 

especializada, cada uma com características histológicas, clínicas e funcionais 

distintas. Suas diversas funções incluem principalmente a proteção dos tecidos 

subjacentes contra estímulos mecânicos, químicos e biológicos, a secreção de 

substâncias essenciais e uma função sensorial que possibilita a percepção de 

temperatura, tato, dor e paladar. 

1.5 Matriz Extracelular  
 

A matriz extracelular (MEC) fornece uma estrutura de suporte 

mecânico para células e tecidos sendo composta por uma rede complexa de 

proteínas estruturais e funcionais nas quais as células conseguem se ancorar, 

fatores de crescimento e moléculas ativas, estabelecendo gradientes de 

concentração e regulando espacial e temporalmente sua biodisponibilidade. 

Está diretamente envolvida nas funções celulares como proliferação, adesão, 

migração, polaridade, diferenciação e apoptose (Yue, 2014).  

A MEC sofre constantemente remodelação, seus componentes são 

depositados, degradados ou modificados. Os principais componentes da MEC 

são colágenos, proteoglicanos (PGs) e glicosaminoglicanos (GAGs), elastina e 

fibras elásticas, lamininas (LM), fibronectina (FN) e outras proteínas 

glicoproteínas, como proteínas matricelulares (figura 6) (Karamanos et al., 

2021). Modelos baseados em MEC têm sido usados em uma ampla variedade 

de abordagens de engenharia de tecidos e medicina regenerativa para 

reconstrução funcional de tecidos (Brown and Badylak, 2016). 

O colágeno é a proteína mais presente na matriz extracelular. Mais de 

30%, das MEC é formada por colágeno tipo I, II e III, que constituem 80-90% 

do colágeno corporal total, proporciona resistência as tensões sofridas pelo 

tecido conjuntivo, e atua nos processos celulares, como adesão e migração. 

Matrizes de colágeno tipo I têm sido amplamente utilizadas como modelo de 

laboratório para MEC, bem como modelos físicos de redes poliméricas 

semiflexíveis (Kular et al., 2014; Sun, 2021).  

A formação da fibra de colágeno envolve várias etapas (figura5). Em 

um primeiro momento três cadeias polipeptídicas se enrolam em uma hélice 
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tripla formando o tropocolágeno que se agrupam em protofibrilas, incluindo 

microfibrilas e subfibrilas e por fim as estas agrupam-se ainda mais em uma 

fibrila de colágeno, que pode ter até 1μm e centenas de nanômetros de 

diâmetro. As condições ambientais, como concentração de proteínas, valor de 

pH ou temperatura possuem influência no processo formando fibras de 

colágeno de comprimentos e diâmetros variáveis. Uma matriz de colágeno 

pode ser definida como um conjunto desordenado de fibras de colágeno (Jones 

et al., 2014; Sun, 2021).  

 

 

Figura 4: imagem mostrando as etapas intra celulares que ocorrem no retículo 

endoplasmático e no citoplasma e vão determinar a formação da tripla hélice 

de pró colágeno (1-5) que é secretado para o exterior da célula (6), onde 

ocorrem as etapas extracelular resultando na formação da fibra de colágeno (7-

9). Adaptada de: (Alberts et al., 2015) 

Outro componente da MEC, as proteoglicanas são moléculas 

complexas, compostos por um núcleo proteico que se ligam a pelo menos uma 

cadeia de glicosaminoglicano (GAGs), os proteoglicanos são componentes 
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integrais MEC. Atuam na manutenção da hidratação, resiliência e propriedades 

de absorção de choque dos tecidos submetidos ao estresse mecânico, tem a 

capacidade de reter água formando uma matriz viscosa que preenche o 

espaço, e possuem ainda a capacidade de modular o comportamento das 

células ligando-se a fatores de crescimento e outras moléculas sinalizadoras, 

que desempenham um papel em vários processos de desenvolvimento e 

regenerativos (Mouw et al., 2014). Os proteoglicanos são classificados de 

acordo com a GAGs que se liga a ele, alguns exemplos são proteoglicanos de: 

sulfato de heparan; sulfato de condroitina; dermatan sulfato; sulfato de 

queratan; versican, agracan. Cada tipo possui estrutura e função específicas, 

contribuindo para a saúde e funcionalidade de diferentes tecidos e órgãos 

(Frantz et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: mostrando os principais componentes da matriz extracelular: fibras 

colágenas, fibras elásticas e as proteoglicanas e glicoproteínas . Adaptado de: 

(Alberts et al., 2015) 

A fibronectina (FN) é considerada uma proteína adesiva de alto peso 

molecular secretada pelos fibroblastos, apresenta uma sequência RGD 

(arginina, glicina e aspartato) atuando na adesão a superfície celular e se 

ligando com outras moléculas da MEC. A FN desempenha um papel na 

orientação e na migração celular durante o desenvolvimento embrionário e em 
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processo patológicos como o câncer, atua ainda nos processos de cicatrização 

e tem influência na montagem das fibras de colágeno (Mouw et al., 2014; 

Hoffmann and Smith, 2019). 

As lamininas são uma família de glicoproteínas localizadas 

principalmente na lâmina basal, constituídas por cadeias α, β e γ, onde 

diferentes isoformas de cadeia se combinam para gerar heterotrímeros 

distintos. Genomas dos mamíferos codificam cinco cadeias α, quatro cadeias β 

e três cadeias γ; apenas 15 dos 60 heterotrímeros possíveis foram confirmados 

bioquimicamente. Ela interage com diversos atores celulares e da MEC tais 

como sindecano, nidogênio, colágeno, integrinas, distroglicano e heparina 

(Guldager Kring Rasmussen and Karsdal, 2016; Hohenester, 2019). Ela atua 

na interação entre as células do epitélio e os componentes da MEC, possuindo 

ainda papel na adesão, migração, diferenciação e proliferação celular 

(Aumailley, 2013). 

1.6 Aplicações dos modelos 3D 
 

As culturas 3D incorporam mais elementos em sua construção, o que as 

tornam mais complexas se comparadas as culturas e monocamadas 2D. 

Podendo ser empregadas na triagem de novas drogas, nos testes de eficácia e 

eficiência destas, na compreensão dos processos que levam ao 

desenvolvimento de patologias e no desenvolvimento de terapias mais 

personalizadas (Edmondson et al., 2014) 

A descoberta de medicamentos ainda é algo que demanda tempo e 

custos elevados e mais da metade de todos os medicamentos falham nos 

ensaios clínicos de Fase II e Fase III (Langhans, 2018). Um dos motivos do 

insucesso é a falha durante a transposição dos ensaios do in vitro para o in 

vivo, que na maioria das vezes se baseia em culturas 2D o que acaba por 

superestimar os efeitos da droga. Existe, portanto, a necessidade de modelos 

que se assemelhem mais aos processos fisiológicos. Atualmente os modelos 

3D têm sido adotadas pelos setores de pesquisa e desenvolvimento 

farmacêutico, pois imitam os fatores teciduais e são os melhores 
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representantes dos fenômenos celulares in vivo em comparação com os 

modelos 2D (Badr-Eldin et al., 2022).  

Outra aplicação dos modelos 3D é no desenvolvimento de terapias 

personalizadas principalmente para câncer em que as células exibem uma 

série de mutações que variam de indivíduo para indivíduo ocasionando uma 

grande heterogeneidade inter-tumoral (Piraino et al., 2019). Isso faz com que 

cada vez mais se busquem alternativas que contemplem o perfil genético 

individual do tumor, em que os modelos 3D são usados para avaliar o efeito de 

drogas individuais ou combinadas sobre as células cancerígenas (Shiihara and 

Furukawa, 2022). O cultivo de micro fragmento de biópsia que podem ser 

envoltos em hidrogéis com adição de outras células do microambiente tumoral 

se mostra promissor tanto no desenvolvimento de terapias imunes quanto na 

triagem de combinações terapêuticas mais eficazes (Habanjar et al., 2021; 

Manduca et al., 2023).  

As culturas 3D superam as desvantagens das culturas 2D, como a 

questão da interação célula a célula, a diferença na expressão de genes, no 

perfil metabólico e fisiológico em um cultivo em monocamada (Habanjar et al., 

2021). Modelos 3D podem melhorar a forma como compreendemos o 

desenvolvimento de diferentes patologias. A possibilidade de criarmos em 

laboratório mini órgãos (organóides) e de que estes interajam dentro de 

sistemas mais complexos e permitam a manipulação dos diferentes atores 

envolvidos, adicionando ou removendo fatores, silenciando ou super 

expressando genes ou fazendo edição gênica pode ser uma ferramenta útil 

para elucidar alguns pontos chave que levam ao estabelecimento de doenças 

(Papariello and Newell-Litwa, 2020; Karmirian et al., 2023).  

1.7 Desafios para o método de cultura 3D 
 

Um ponto a ser solucionado nos modelos 3D é a criação de um sistema 

que mimetize vasos sanguíneos e permita a criação de  um sistema de 

circulação e difusão do meio de cultura de uma forma mais semelhante ao 

encontrado in vivo. A limitação de nutrientes acaba limitando o tamanho, a 

escalabilidade e a temporalidade dos modelos 3D. Já a difusão do oxigênio 
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limita a espessura dos modelos de tecido entre 100 e 200μm pois observa-se 

hipóxia nas regiões mais profundas de estruturas maiores resultando em 

parada do crescimento ou morte celular (Anthon and Valente, 2022).  

 A formação de vasos é um processo complexo que envolve múltiplas 

etapas e atores. No embrião inicia pela migração de angioblastos, que são 

precursores das células endoteliais, para diferentes locais formando cordões 

sólidos de células. Durante a transformação destas estruturas sólidas em 

vasos, os angioblastos alteram sua morfologia de células cuboides para 

achatadas e ocorre um rearranjo em suas junções de contato e passam para 

se concentrar na região mais basal (Zovein et al., 2010).  Posteriormente, a 

ramificação deste vaso ocorre por brotamentos, processo denominado 

angiogênese, e a presença destes brotos altera o diâmetro do lúmen, sendo 

importante para formação de vasos de diferentes calibres, como pode ser visto 

na figura  (Xu and Cleaver, 2011). Além das células endoteliais, outros 

componentes celulares e não celulares estão envolvidos na manutenção da 

integridade do vaso sanguíneo, entre estes destacam-se: pericitos, células 

musculares lisas, fibroblastos, e a matriz extracelular, além de diversos fatores 

de crescimento (Murakami and Simons, 2009; Laschke et al., 2022). 
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Figura 6: esquema mostrando o processo de angiogênese e as 

estratégias experimentais para análise. Adaptado de (Laschke et al., 2022). 

As estratégias atuais para criar um sistema vascular nos modelos 3D 

têm se baseado na angiogênese criando estruturas semelhante a tubos, pois 

não existem métodos precisos de criação de estruturas com capilares com 

menos de 10μm, a adição de fatores angiogênicos, juntamente com fatores de 

crescimento e proteínas da MEC e células endoteliais é essencial para iniciar a 

angiogênese e alcançar a vascularização (Hauser et al., 2021; Ze et al., 2022). 

Diversas tentativas têm sido realizadas para construção de vasos em 

modelos 3D, que podem ser divididas em estruturas estáticas, onde há a 

formação de um tubo que permite uma melhor difusão do meio de cultura, e 

técnicas em que o meio circule. Entre as técnicas que formam tubos temos: a 

utilização de esferas de diferentes linhagens celulares e adição de células 

endoteliais, e adição de fatores angiogênicos, mostrando a formação de tubos 

semelhantes a vasos ao longo da esfera (Heo et al., 2019; Muller et al., 2019).  

Outra ferramenta se baseia no uso da bioimpressão em que o hidrogel 

carregado com célula é extruído mecanicamente, permitindo a deposição de 

camadas uniformes e a combinação de técnicas. Han e seu grupo fizeram a 

bioimpressão de um tubo utilizando células endoteliais e sobre este colocaram 

uma esfera e observaram a formação de uma rede figura 7 (Han et al., 2020).  

 

Figura 7: imagem á esquerda representa esquema referente ao modelo 

onde as células endoteliais HUVEC são colocadas sobre uma matriz e após 

desenvolver uma rede vascular o esferoide é colocado sobre elas. À direita 
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imagem em microscópio confocal mostrando a formação dos vasos envolvendo 

a esfera. Adaptado de: (Han et al., 2020)  

Existem ainda os modelos que permitam a circulação contínua do meio 

de cultura em contato com as células, com destaque para os sistemas 

baseados em plataformas de microfluídica como a técnica de organ on a chip, 

que utiliza a impressão 3D por litografia para criar um molde com poços e 

microcanais. Esse molde é copiado em elastômero de silicone onde, as células, 

esferas ou microfragmentos de tecidos são colocados e o meio é perfundido 

com auxílio de uma bomba de infusão (Low et al., 2021; Leung et al., 2022) 

figura 8. Os chips individualizados para o órgão de interesse replicando as 

características celulares e extracelulares deste que podem responder a sinais 

bioquímicos e físicos para manter e simular sua função. Por meio do desenho 

do chip podemos controlar a dinâmica de perfusão que pode ser determinada 

em quantidades mínimas como picolitros, e ainda coletar esse meio para 

análises (Hargrove-Grimes et al., 2021)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: mostrando as etapas a serem observadas para confecção de 

um dispositivo organ on a chip e o modelo simplificado de perfusão. Adaptado 

de: (Leung et al., 2022) 
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Todos estes aspectos fazem com que o organ on a chip tenha a maior 

relevância fisiológica entre os modelos de cultura, porém a montagem ocorre 

em uma escala reduzida. Portanto, torna-se necessário o desenvolvimento de 

um dispositivo para cultura celular que permita o uso em escalas maiores e que 

também permita uma circulação do meio para as células mais semelhante ao 

que vemos nos seres vivos, a disponibilização constante, criação de gradientes 

de difusão de nutrientes/fármacos e possibilidade de co-cultivo com outros 

tipos celulares como células endoteliais e do sistema imunológico, e a coleta de 

subprodutos liberados pelas células e/ou metabolizados no meio de cultura. 
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2. HIPÓTESE  
 

O aprimoramento da técnica de cultivo 3D para pele/mucosa através de 

desenvolvimento de hidrogel de maior rendimento e de técnicas avançadas de 

cultivo celular pode melhorar a representatividade biológica e a economicidade 

de recursos para a realização de ensaios pré-clínicos de larga escala. 
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3 OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo Geral 
 

Aperfeiçoar um modelo in vitro tridimensional de pele baseado em 

cultura organotípica 3D, e criar ferramentas para circulação do meio de cultura 

por perfusão.   

3.2 Objetivos Específicos  
 

3.2.1 Avaliar como diferentes fontes de colágeno influenciam na 

confecção do modelo e sua relação com as células  

3.2.2 Avaliar os efeitos da adição de componentes da matriz extracelular 

ao modelo sobre o desempenho e a representatividade biológica.  

3.2.3 Desenvolver um dispositivo que permita a perfusão e recirculação 

do meio de cultura para ser utilizado em cultura 3D 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Artigo 1 
 

O seguinte artigo refere-se aos objetivos específicos 3.2.1 e 3.2.2. E foi 

submetido a revista Connective Tissue Research. Fator de impacto em 2023: 

3.34. 

A cultura celular é uma ferramenta essencial para a compreensão de vários 

processos celulares e dos mecanismos de desenvolvimento de doenças. Há 

uma tendência crescente para a criação de modelos que sejam cada vez mais 

fisiologicamente semelhantes aos tecidos vivos. Consequentemente, há um 

esforço contínuo para desenvolver modelos 3D que incorporem diferentes tipos 

de células e componentes do microambiente celular. A utilização de culturas 

organotípicas à base de hidrogéis, como o colágeno, tem se mostrado 

promissora para esses fins. Este estudo avaliou o comportamento do colágeno 

extraído da cauda de rato e do tendão de porco em um modelo organotípico de 

pele e a influência dos componentes da matriz extracelular (fibronectina e 

laminina) neste modelo. Observamos que o uso de colágeno suíno resultou em 

um modelo com epitélio menos permeável suportado por uma matriz mais 

porosa e maior atividade de fibroblastos. A adição de componentes da MEC 

levou a um epitélio mais espesso e maduro e aumentou a atividade dos 

fibroblastos. O uso de colágeno suíno mostrou-se eficiente, sendo que a adição 

de componentes da MEC potencializa o modelo de pele artificial. 
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4.2 Patente 
 

O relatório descritivo da patente de invenção e carta de concessão. CARTA 

PATENTE Nº BR 102018012631-8, referem-se ao desenvolvimento do objetivo 

específico 3.2.3. 

 

Um ponto chave a ser elucidado nas técnicas de cultivo 3D é o da perfusão do 

meio de cultura de forma a mimetizar o que ocorre in vivo. Por mais que as 

técnicas de microfluídica evoluíram nos últimos tempos, ainda é necessária a 

criação de dispositivos que possam ser utilizados em escalas maiores. A 

patente a seguir descreve um dispositivo que pode ser utilizado no cultivo 2D e 

3D que permite uma circulação automatizada do meio de cultivo, sua 

recirculação e captação para análise de conteúdo.   
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Relatório Descritivo de Patente de Invenção 

DISPOSITIVO, MÉTODO E SISTEMA DE CULTIVO CELULAR 

 
 
Campo da Invenção 

[0001] A presente invenção descreve um dispositivo de cultivo celular, 

um método de utilização deste dispositivo e um sistema de cultivo celular que 

compreende este dispositivo que permite a circulação contínua do meio de 

cultura e sua drenagem. A presente invenção se situa nos campos da 

medicina, biologia e áreas farmacêuticas. 

 
Antecedentes da Invenção 

[0002] O cultivo celular é uma prática muito difundida utilizada para 

avaliar o comportamento celular, análise de diferentes doenças, teste de 

novas drogas ou cosméticos entre outros. As técnicas para cultivo necessitam 

de recipientes para acomodar as células e um meio líquido que contém os 

nutrientes necessários para o desenvolvimento, replicação e organização 

das células. A necessidade de deposição e troca do meio de cultura celular 

ocorre tanto em culturas celulares bidimensionais e tridimensionais ou 

organotípicas. O processo de troca deste meio é realizado manualmente 

sobre as células em diferentes intervalos de tempo, que pode ocorrer 

diariamente ou em intervalos maiores. Isto gera um maior gasto de tempo, 

maior risco de contaminação da cultura, dificuldade de acesso aos nutrientes 

para células localizadas em níveis mais baixos de culturas tridimensionais e 

baixa padronização da disponibilização de reagentes, visto que ocorre uma 

diminuição gradativa dos nutrientes e/ou fármacos disponíveis para as 

células com o passar do tempo de cultivo. 

[0003] Na busca pelo estado da técnica em literaturas científica e 

patentária, foram encontrados os seguintes documentos que tratam sobre o 
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tema: 

[0004] O documento Falcon® Product Selection Guide revela garrafas 

de cultura ou placas para cultura celular, com diversos tamanhos e 

capacidades para deposição de células para cultivo celular. Nas placas, as 

células são depositadas juntamente com o meio de cultura, que fica sobre as 

células, sendo trocado manualmente. Existem ainda biorreatores para cultivo 

celular, utilizados quando se necessita de um cultivo em ampla escala, 

utilizados pincipalmente para produção de proteínas e outros derivados 

celulares. Estes equipamentos possuem um sistema de injeção e remoção 

de meio na superfície da cultura, o que dificulta difundi-lo por toda a cultura e 

não permitem a circulação contínua deste meio. 

[0005] Os documentos WO2017122658-A1, WO2016157378-A, 

WO2016133209-A1, US2015344833-A1, JP2007020411 A, US5424209 e 

WO2013069309 A1 revelam dispositivos que se propõem ao cultivo celular e 

realizam uma troca automatizada do meio. O método de troca de meio 

proposto  por estes documentos se baseia na deposição de meio sobre as 

células e remoção realizada por uma descarga acionada quando o meio 

atinge determinado nível. Estas soluções, entretanto, não permitem a 

circulação contínua de meio e sua deposição sobre as células dificulta 

difundi-lo por toda a cultura. 

[0006] Os documentos DE2812640 A1 e DE2813389 A1 revelam um 

dispositivo que faz a troca do meio através de um sistema de pipetação 

automático. Sua deposição sobre as células, entretanto, dificulta difundir o 

meio por toda a cultura. 

[0007] Os documentos WO2005059088 A1, GB0914195 D0, 
EP0866119 

A2 e CN1900265 A revelam uma espécie de placa para cultura de celular, 

mas que não se dispõe a realizar uma troca automatizada do meio. 

[0008] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, não 

foram encontrados documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos 

da presente invenção, de forma que a solução aqui proposta possui 

novidade e atividade inventiva frente ao estado da técnica. 

[0009] É ausente no estado da técnica um dispositivo que permite a 
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troca automatizada de meio, por circulação continua do meio de cultura, 

através de infusão, e uma remoção mecânica deste por sucção a vácuo e, 

além disso, permita que o meio se perfunda entre a base utilizada para 

culturas celulares tridimensionais, também chamadas de organotípicas, 

propiciando ambiente semelhante ao encontrado fisiologicamente. 

 
Sumário da Invenção 

[0010] Dessa forma, a presente invenção tem por objetivo resolver os 

problemas constantes no estado da técnica a partir de um dispositivo de 

cultivo celular, um método de utilização deste dispositivo e um sistema de 

cultivo celular que compreende este dispositivo que permite a troca 

automatizada contínua de meio de cultura celular através de infusão, e 

permite sua drenagem por sucção a vácuo. Ainda, permite que o meio se 

perfunda entre a matriz utilizada para culturas celulares bidimensionais e 

culturas tridimensionais, também chamadas de organotípicas, propiciando 

ambiente semelhante ao fisiológico. 

[0011] Em um primeiro objeto, a presente invenção apresenta um 

dispositivo de cultivo celular que compreende ao menos: 

a. base(1); 

b. conjunto de canalículos; e 

c. tampa(7); 

em que, 

- a base (1) possui ressalto de acomodação (2) da tampa (7); 

- a base (1) possui orifícios (3) de passagem dos canalículos; 

- o conjunto de canalículos possui canalículos de circulação e 

canalículos de drenagem; 

- os canalículos de circulação possuem região de entrada (4), região 

com micro-orifícios (15) e região de saída (5); 

- os canalículos de drenagem possuem região de saída (6) e região 

com micro-orifícios (16); 

- a tampa (7) possui geometria de encaixe vedado na base (1). 

[0012] Em um segundo objeto, a presente invenção apresenta um 
método de cultivo celular implementado em um dispositivo de cultivo celular 
conforme definido anteriormente e que compreende ao menos as etapas de: 
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a. seleção da vazão do meio de cultura celular; 

b. injeção automatizada e contínua do meio de cultura na entrada 

de canalículos de circulação; 

c. perfusão do meio de cultura pelos micro-orifícios dos 

canalículos de circulação; 

d. saída automatizada e contínua do meio de cultura na saída 

de canalículos de circulação; 

e. drenagem do meio de cultura pelos micro-orifícios dos 

canalículos de drenagem; e 

f. armazenamento de conteúdo drenado. 

[0013] Em um terceiro objeto, a presente invenção apresenta um 

sistema de cultivo celular que realiza a troca automatizada do meio de cultura 

celular e compreende ao menos: 

a. dispositivo de cultivo celular conforme definido anteriormente; 

b. sistema de bombeamento; 

c. sistema regulador de vazão do meio de cultura celular; e 

d. dispositivo de armazenamento de conteúdo drenado; 

em que, 

- o sistema regulador de vazão do meio de cultura celular comanda o 

sistema de bombeamento; 

- o sistema de bombeamento compreende mecanismo de 

bombeamento e mecanismo de drenagem; 

- o mecanismo de bombeamento é ligado à entrada (11) e à saída (12) 

dos canalículos de circulação e ao dispositivo de armazenamento de 

conteúdo drenado; 

- o mecanismo de drenagem é ligado à saída (13) dos canalículos de 

drenagem. 

[0014] Ainda, o conceito inventivo comum a todos os contextos 
de 

proteção reivindicados possibilita realizar a perfusão homogênea do meio de 

cultura entre a base utilizada para o cultivo, seja este bidimensional ou 

tridimensional, de maneira automatizada e contínua, reduzindo os riscos de 

falha humana e contaminação. 
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[0015] Estes e outros objetos da invenção serão imediatamente 

valorizados pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no 

segmento, e serão descritos em detalhes suficientes para sua reprodução na 

descrição a seguir. 

 
Breve Descrição das Figuras 

[0016] Com o intuito de melhor definir e esclarecer o conteúdo do 

presente pedido de patente, são apresentadas as presente figuras: 

[0017] A figura 1 mostra uma concretização da base (1) da presente 

invenção compreendendo ressalto de acomodação (2) da tampa (7). 

[0018] A figura 2 mostra uma concretização do conjunto de canalículos 

da presente invenção, compreendendo orifícios (3) de passagem dos 

canalículos, região de entrada (4) e região de saída (5) dos canalículos de 

circulação e região de saída (6) dos canalículos de drenagem. 

[0019] A figura 3 mostra uma concretização de uma região de entrada 

(4) dos canalículos de circulação da presente invenção, compreendendo 

ângulo (9) de canalículos convergentes (10) que se unem em uma entrada 

(11). 

[0020] A figura 4 mostra uma concretização de uma região de saída 

(5) dos canalículos de circulação da presente invenção, compreendendo 

ângulo (9) de canalículos convergentes (10) que se unem em uma saída (12). 

[0021] A figura 5 mostra uma concretização de uma região de saída 

(6) dos canalículos de drenagem da presente invenção, compreendendo 

ângulo (14) de canalículos convergentes (10) que se unem em uma saída 

(13). 

[0022] A figura 6 mostra uma concretização dos micro-orifícios (15)(16) 

do conjunto de canalículos da presente invenção. 

[0023] A figura 7 mostra uma concretização da tampa (7) da 
presente 

invenção compreendendo geometria de encaixe na base (1). 

[0024] A figura 8 mostra uma concretização da tampa (7) da presente 

invenção compreendendo geometria de encaixe na base (1) e saliências 

removíveis (8) de troca gasosa da cultura com o meio externo da base. 
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Descrição Detalhada da Invenção 

[0025] As descrições que se seguem são apresentadas a título de 

exemplo e não limitativas ao escopo da invenção e farão compreender de 

forma mais clara o objeto do presente pedido de patente. 

[0026] Em um primeiro objeto a presente invenção apresenta um 

dispositivo de cultivo celular que compreende ao menos: base(1); conjunto 

de canalículos; e tampa(7). 

[0027] A base (1) possui ressalto de acomodação (2) da tampa (7). Em 

uma concretização, sem que haja limitação do escopo da presente invenção, 

o ressalto de acomodação (2) da tampa (7) é um degrau positivo e se 

encontra na parte externa da base (1). 

[0028] O conjunto de canalículos possui canalículos de circulação e 

canalículos de drenagem. Os canalículos de circulação possuem região de 

entrada (4), região com micro-orifícios (15) e região de saída (5). Os 

canalículos de drenagem possuem região de saída (6) e região com micro-

orifícios (16). Os canalículos de circulação e os canalículos de drenagem são 

arranjados paralelamente e intercalados entre si, abrangendo toda a cultura 

celular distribuída na base (1). 

[0029] A base (1) possui orifícios (3) de passagem dos canalículos. A 

região de entrada (4) dos canalículos de circulação compreende ângulo (9) 

de canalículos convergentes (10) que se unem em uma entrada (11). A 

região de saída (5) dos canalículos de circulação compreende ângulo (9) de 

canalículos convergentes (10) que se unem em uma saída (12). A região de 

saída (6) dos canalículos de drenagem compreende ângulo (14) de 

canalículos convergentes 

(10) que se unem em uma saída de drenagem (13). Em uma concretização, 
sem 

que haja limitação do escopo da presente invenção, em uma das paredes 

laterais da base (1) existem orifícios (3) para passagem dos canalículos de 

circulação, que fornecem o meio de cultura para o sistema, e na parede 

oposta há orifícios 
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(3) com as mesmas medidas para a saída dos canalículos. Ainda, na parede 

onde estão os orifícios (3) de saída, os orifícios (3) para saída dos 

canalículos de drenagem do meio de cultura são dispostos entre os orifícios 

(3) para passagem dos canalículos de circulação. 

[0030] A tampa (7) possui geometria de encaixe vedado na base (1) e 

compreende saliência removível (8) de troca gasosa da cultura com o meio 

externo da base. Em uma concretização, onde se deseja que a cultura 

celular não troque gases com o meio externo do dispositivo de cultivo 

celular, a tampa 

(7) realiza encaixe vedado na base (1), impedindo tais trocas gasosas. Em 

uma concretização, onde se deseja que a cultura celular realize trocas 

gasosas com o meio externo do dispositivo de cultivo celular, utiliza-se 

saliências removíveis 

(8) que permitem tais trocas gasosas. 

[0031] Em um segundo objeto, a presente invenção apresenta um 

método de cultivo celular implementado em um dispositivo de cultivo celular 

conforme definido anteriormente e que compreende ao menos as etapas de: 

seleção da vazão do meio de cultura celular; injeção automatizada e 

contínua do meio de cultura na entrada de canalículos de circulação; 

perfusão do meio de cultura pelos micro-orifícios dos canalículos de 

circulação; saída automatizada e contínua do meio de cultura na saída de 

canalículos de circulação; drenagem do meio de cultura pelos micro-orifícios 

dos canalículos de drenagem; e armazenamento de conteúdo drenado. 

[0032] O método de cultivo celular implementado no dispositivo de 

cultivo celular da presente invenção compreende etapa de seleção de 

cultura celular bidimensional e/ou tridimensional. Em uma concretização, ao 

utilizar um dispositivo de cultivo celular da presente invenção, o usuário 

pode cultivar células de maneira bidimensional laminar, ou tridimensional 

organotípica. [0033] O método de cultivo celular da presente 

invenção compreende etapa de seleção de número de tipos celulares em 

cultura simultânea. Em uma concretização, ao utilizar um dispositivo de 

cultivo celular da presente invenção, o usuário pode cultivar simultaneamente 

mais de um tipo de células. 
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[0034] Em um terceiro objeto, a presente invenção apresenta um 

sistema de cultivo celular que realiza a troca automatizada do meio de cultura 

celular e compreende ao menos: dispositivo de cultivo celular, definido na 

presente invenção; sistema de bombeamento; sistema regulador de vazão do 

meio de cultura celular; e dispositivo de armazenamento de conteúdo 

drenado. 

[0035] O sistema regulador de vazão do meio de cultura celular 

comanda o sistema de bombeamento. O sistema de bombeamento 

compreende mecanismo de bombeamento e mecanismo de drenagem. O 

mecanismo de bombeamento é ligado à entrada (11) e à saída (12) dos 

canalículos de circulação e ao dispositivo de armazenamento de conteúdo 

drenado. O mecanismo de drenagem é ligado à saída (13) dos canalículos 

de drenagem. Em uma concretização, para uma cultura celular que necessite 

de elevada troca dos insumos do meio, o sistema regulador de vazão aciona 

o sistema de bombeamento, que aciona o mecanismo de bombeamento para 

bombear o meio pela entrada (11) do conjunto de canalículos, projetando 

parte do meio pelos micro-orifícios (15)(16) e bombeando o restante pela 

saída (12) dos canalículos. Ainda, o sistema de bombeamento aciona o 

mecanismo de drenagem que, ligado à saída (13) dos canalículos de 

drenagem, realiza a drenagem do meio que é produto da cultura celular, 

armazenando-o em um dispositivo de armazenamento de conteúdo drenado 

para posterior aproveitamento. 

 
Exemplos - Concretizações 

[0036] Os exemplos aqui mostrados têm o intuito somente de 

exemplificar uma das inúmeras maneiras de se realizar a invenção, contudo 

sem limitar, o escopo da mesma. 

Exemplo I 

[0037] Em uma concretização, o dispositivo de cultivo celular 
compreende 

um recipiente quadrilátero de dimensões variadas, confeccionado em 

material polimérico transparente e compreende ao menos uma base (1), um 

conjunto de canalículos e uma tampa (7), sendo o conjunto de canalículos 
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dividido em canalículos de circulação e canalículos de drenagem. Sua base 

(1) possui em uma posição próxima ao centro de sua altura um ressalto de 

acomodação (2) da tampa (7). Em uma de suas paredes laterais, existem 

orifícios (3) que servem de passagem para a região de entrada (4) dos 

canalículos na base (1). Na parede lateral oposta, há orifícios com as 

mesmas medidas para a região de saída (5) dos canalículos de circulação, e 

orifícios para a região de saída (6) dos canalículos de drenagem. A tampa (7) 

possui geometria para permitir o encaixe na base (1) por meio do ressalto de 

acomodação (2). Este encaixe impede a passagem de gases da parte interna 

do dispositivo de cultivo celular para a parte externa e vice-versa, mas a 

tampa (7) pode compreender saliências removíveis (8) que criam folga entre 

a tampa (7) e a base (1) que permite trocas gasosas do cultivo celular com o 

ambiente externo do dispositivo. Os canalículos de circulação recebem o 

meio do cultivo celular por uma entrada (11), que se divide em canalículos 

convergentes (10), que sofrem uma inclinação em ângulo (9) e transpassam 

uma parede da base (1) em uma região de entrada (4), atravessam a base (1) 

projetando o meio pelos micro-orifícios (15) e chegam a uma região de saída 

(5), transpassando uma parede oposta da base (1), sofrem uma inclinação 

em ângulo (9) para canalículos convergentes (10), que se unem em uma 

saída (12). Os canalículos de drenagem estão em contato com uma parede da 

base (1) e atravessam a base (1), de modo a estarem paralelos e intercalados 

com os canalículos de circulação para melhor distribuição e captação do 

meio, chegando até uma região de saída (6), transpassando uma parede 

oposta da base (1), de maneira a sofrer uma inclinação em ângulo (14) para 

canalículos convergentes (10), que se unem em uma saída (13) que é 

conectada a um dispositivo de armazenamento do conteúdo drenado. 

[0038] A entrada (11) e a saída (12) dos canalículos de circulação 

estão conectadas a um mecanismo de bombeamento, que é comandado 

por um sistema de bombeamento e bombeia o meio que será inserido no 

cultivo celular. A saída (13) dos canalículos de drenagem está conectada a 

um mecanismo de drenagem, que pode ser uma bomba de vácuo, por 

exemplo, e é comandado pelo sistema de bombeamento. 

[0039] O sistema de bombeamento, por sua vez, é comandado por um 
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sistema regulador de vazão do meio de cultura celular que regula a vazão do 

meio conforme parâmetros e comandos fornecidos pelo usuário. O usuário, 

ao utilizar o dispositivo de cultivo celular, realiza uma etapa de seleção de 

cultura celular bidimensional e/ou tridimensional, onde é definido se a cultura 

celular é laminar (bidimensional) ou organotípica (tridimensional). Ainda, o 

usuário realiza uma etapa de seleção de número de tipos celulares em cultura 

simultânea, definindo se a cultura celular tem um único tipo de células ou 

mais de um tipo de células em cultura simultânea. Ainda, o usuário realiza 

uma etapa de seleção da vazão do meio na cultura. O dispositivo de 

armazenamento do conteúdo drenado conectado na saída (13) dos 

canalículos de drenagem armazena o produto drenado do meio de cultivo 

celular para estudos posteriores e/ou utilização para fins farmacêuticos, 

médicos e/ou bioquímicos. A utilização da presente invenção confere ao 

cultivo celular reduz a contaminação proveniente da troca manual do meio, o 

arranjo do conjunto de canalículos permite desenvolvimento homogêneo de 

cultivos celulares bidimensionais e tridimensionais e a circulação 

automatizada constante assemelha o ambiente do cultivo celular a um 

processo fisiológico dos seres vivos. 

[0040] Os versados na arte valorizarão os conhecimentos aqui 

apresentados e poderão reproduzir a invenção nas modalidades 

apresentadas e em outras variantes, abrangidas no escopo das 

reivindicações anexas. 

 

Reivindicações 

1. Dispositivo de cultivo celular caracterizado por compreender ao 
menos: 

a. base (1); 

b. conjunto de canalículos; e 

c. tampa (7); 

em que, 

- a base (1) possui ressalto de acomodação (2) da tampa (7); 

- a base (1) possui orifícios (3) de passagem dos canalículos; 

- o conjunto de canalículos possui canalículos de circulação e 



45 
 
 

canalículos de drenagem; 

- os canalículos de circulação possuem região de entrada (4), região 

com micro-orifícios (15) e região de saída (5); 

- os canalículos de drenagem possuem região de saída (6) e região 

com micro-orifícios (16); 

- a tampa (7) possui geometria de encaixe vedado na base (1). 

2. Dispositivo de cultivo celular de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado pelo fato de os canalículos de circulação e os canalículos de 

drenagem serem arranjados paralelamente e intercalados entre si. 

3. Dispositivo de cultivo celular de acordo com qualquer uma das 

reivindicações de 1 a 2, caracterizado pelo fato de a tampa (7) compreender 

saliência removível (8) de troca gasosa da cultura com o meio externo da 

base. 

4. Dispositivo de cultivo celular de acordo com qualquer uma das 

reivindicações de 1 a 3, caracterizado pelo fato de a região de entrada (4) 

dos canalículos de circulação compreender ângulo (9) de canalículos 

convergentes 

(10) que se unem em uma entrada (11). 

5. Dispositivo de cultivo celular de acordo com qualquer uma das 

reivindicações de 1 a 4, caracterizado pelo fato de a região de saída (5) dos 

canalículos de circulação compreender ângulo (9) de canalículos 

convergentes 

(10) que se unem em uma saída (12). 
 

6. Dispositivo de cultivo celular de acordo com qualquer uma das 

reivindicações de 1 a 5, caracterizado pelo fato de a região de saída (6) dos 

canalículos de drenagem compreender ângulo (14) de canalículos 

convergentes 

(10) que se unem em uma saída de drenagem (13). 

7. Método de cultivo celular caracterizado por ser implementado em um 

dispositivo de cultivo celular conforme definido na reivindicação 1 e 

compreender ao menos as etapas de: 

a. seleção da vazão do meio de cultura celular; 
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b. injeção automatizada e contínua do meio de cultura na entrada 

de canalículos de circulação; 

c. perfusão do meio de cultura pelos micro-orifícios dos 

canalículos             de circulação; 

d. saída automatizada e contínua do meio de cultura na saída 

de canalículos de circulação; 

e. drenagem do meio de cultura pelos micro-orifícios dos 

canalículos de drenagem; e 

f. armazenamento de conteúdo drenado. 

8. Método de cultivo celular de acordo com a reivindicação 7, 

caracterizado por compreender etapa de seleção de cultura celular 

bidimensional e/ou tridimensional. 

9. Método de cultivo celular de acordo com a reivindicação 7, 

caracterizado por compreender etapa de seleção de número de tipos 

celulares em cultura simultânea. 

10. Sistema de cultivo celular caracterizado por realizar a troca 

automatizada do meio de cultura celular e compreender ao menos: 

a. dispositivo de cultivo celular conforme definido na reivindicação 
1; 

b. sistema de bombeamento; 

c. sistema regulador de vazão do meio de cultura celular; e 

d. dispositivo de armazenamento de conteúdo drenado; 

em que, 

- o sistema regulador de vazão do meio de cultura celular comanda o 

sistema de bombeamento; 

- o sistema de bombeamento compreende mecanismo de 

bombeamento e mecanismo de drenagem; 

- o mecanismo de bombeamento é ligado à entrada (11) e à saída (12) 

dos canalículos de circulação e ao dispositivo de armazenamento de 

conteúdo drenado; 

- o mecanismo de drenagem é ligado à saída (13) dos canalículos de 

drenagem. 
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5 CONSIDERAÇÕES GERAIS  
 

Por muitos anos o cultivo de células 2D foi o padrão para os mais 

variados tipos de estudo, que permitiram grandes avanços na nossa 

compreensão sobre complexa maquinaria celular, sobre os processos 

fisiológicos que ocorrem em homeostase para o correto funcionamento de 

tecidos, órgãos e sistemas, o que podemos chamar de saúde. Estes estudos 

serviram para elucidar as alterações que ocorrem em níveis moleculares e 

levam ao desenvolvimento das doenças, bem como para teste da ação de 

fármacos. 

Se criou um padrão de ensaios para o teste de novas drogas com 

potencial terapêutico: ensaios in vitro utilizando a linhagem celular de interesse, 

seguido de estudos in vivo com animais e ensaios clínicos randomizados de 

fase 1, 2 e 3 que utilizam pacientes. Os dados mostram que milhares de 

dólares são gastos anualmente na pesquisa e desenvolvimento de novos 

fármacos, principalmente para o tratamento do câncer. Por mais que os 

ensaios e as formas de análises tenham se tornado mais precisos, pois hoje a 

análise de pequenas moléculas envolvidas em vias de sinalização é muito 

utilizada, o insucesso na transposição dos ensaios do in vitro para o in vivo 

ainda é muito grande visto que em torno de 90% das drogas testadas falham 

nos ensaios clínicos.  

O avanço na compreensão da forma como vemos a célula, tem 

mostrado que os ensaios 2D representam parcialmente a complexidade 

fisiológica encontrada nos seres em vivos. As células depositadas em uma 

monocamada, alteram a sua morfologia, pois a interação célula a célula ocorre 

em apenas uma dimensão, a polarização não ocorre, genes acabam sendo 

silenciados, o crescimento destas é limitado pelo espaço e pelos nutrientes 

fornecidos pelo meio de cultura, o que altera o metabolismo celular. Como o 

meio e o oxigênio chegam a todas as células de forma uniforme, não existe um 

gradiente de dispersão. Quando adicionamos drogas ao cenário, estas também 
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ficam disponível para todas células, o que acaba por superestimar o efeito 

destas. O fato de utilizarmos somente uma linhagem de célula de cada vez e 

analisarmos separadamente os efeitos em cada linhagem não condiz com as 

inúmeras interações entre células encontradas nos tecidos. Todos esses 

fatores estão relacionados aos insucessos quando transpomos os estudos in 

vitro para os testes com animais.  

Os modelos 3D surgiram como alternativa para enfrentar esses 

problemas, sendo fisiologicamente mais complexos. Entre os modelos 3D em 

uma escala de crescente representatividade biológica nós temos: o ensaio de 

esferas, as culturas organotípicas, os organoides e o “organ on a chip”. O 

ensaio de esferoide é o de mais fácil execução, e se mostra um modelo 

interessante no qual observamos que o comportamento natural das células é 

de se agregar, e nessa esfera conseguimos um gradiente de difusão de meio, 

nutrientes e drogas. Já os ensaios de cultura organotípica, buscam construir 

um tecido que seja estruturalmente semelhante ao in vivo, seja em relação a 

morfologia, ao número de camadas ou quanto aos componentes celulares e 

químicos presentes. Já o organoide é uma estratégia para construir um mini 

órgão com representatividade celular e funcional, construído a partir de células 

tronco ou de fragmentos de biópsia sendo útil na investigação de distúrbios 

específicos do órgão e como o silenciamento de genes alvo ou um fármaco 

afeta o desenvolvimento e progressão da doença. E, por fim, o “organ on a 

chip” que pode utilizar os modelos já citados, permitindo uma interação entre 

diferentes células, tecidos ou órgãos por meio de um sistema de microfluídica.  

Os modelos 3D apresentam maior desafio técnico para confecção, e a 

necessidades de algo que sustente estas células. Neste ponto os hidrogéis, 

que são amplamente utilizados, estes podem ser sintéticos ou naturais, e 

devem apresentar biocompatibilidade permitindo que as células consigam se 

aderir e proliferar. As pesquisas buscam criar alternativas para que se consiga 

alterar as propriedades físicas dos hidrogéis, de forma a ajustar a viscosidade, 

a capacidade de moldar esse a um formato previamente estabelecido e que 

tenha a porosidade adequada ao tipo celular que se deseja trabalhar (Chai et 

al., 2017) 
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Entre os hidrogéis naturais, o colágeno do tipo I tem sido muito utilizado. 

O colágeno é o componente principal da matriz extracelular dos seres vivos, e 

possuem uma capacidade biomimética formar um rede polimérica em as 

células encontram suporte para aderir, porém possui uma fraca resistência 

mecânica (Cao et al., 2021). Nesta tese, foi utilizado o colágeno extraído de 

cauda de rato e de tendão suíno, sendo que o tendão suíno apresenta 

vantagem quanto a sua fácil obtenção e um maior rendimento de produção 

quando comparado com colágeno de cauda de rato. O colágeno suíno produz 

uma matriz mais porosa o que pode melhorar difusão do meio de cultura e 

oxigênio para o interior da matriz, o que pode estar relacionado ao aumento na 

proliferação de fibroblastos e na secreção de fatores da matriz extracelular.  

A matriz extracelular além do colágeno é composta por diversas 

glicoproteínas que não só fornecem um arcabouço de sustentação para as 

células, mas estabelecem uma relação com as células, atuando na adesão, 

proliferação e migração celular. A adição de fibronectina e laminina na matriz 

extracelular mostrou-se eficaz: a laminina adicionada ao colágeno de suíno 

aumentou a espessura da camada epitelial, já a fibronectina, laminina ou a 

associação delas levam a um aumento dos marcadores epiteliais, filagrina, 

aquaporina e queratina 10, provavelmente por melhorar a adesão das células 

epiteliais ao colágeno. 

Há uma crescente corrente que busca a substituição do uso de animais, 

para testes laboratoriais de cosméticos e fármacos. Modelos comerciais de 

pele e mucosa, já são bem aceitos para testes na indústria cosmética, para 

avaliação de segurança e eficácia de novos produtos (Bédard et al., 2020). Um 

outro campo a ser explorado é o de desenvolvimento de modelos de doenças 

como o câncer oral, mal de Alzheimer, ou doenças genéticas. A possibilidade 

de utilizar linhagens tumorais ou de fazer a manipulação gênica de células 

normais, permite avanços na forma como entendemos as doenças e de como 

os fármacos interagem com estes tecidos e órgãos (Powell, 2018).  

Na última década avanços no isolamento, cultivo e diferenciação de 

células tronco pluripotentes permitiu avanços no desenvolvimento de 

organoides, que recapitulam a diferenciação celular, padronização espacial e 
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morfogênese. Hoje temos exemplos de organoides de regiões cerebrais, 

pulmão, fígado, intestino estômago, rim. E a possibilidade de manipular esses 

organoides, aprofundando o conhecimento sobre a organogênese, ou sobre a 

desenvolvimento de patologias, faz desses modelos uma excelente ferramenta 

para o descobrimento de vias com potencial terapêutico, para a descoberta de 

medicamentos, diagnósticos complementares personalizados, terapia celular e 

teste de fármacos (Clevers, 2016; Zhao et al., 2022). Se aliarmos estes 

organoides à sistemas de microfluídica, estabelecemos modelos que conectam 

sistemas diferentes, permitindo a circulação de meio e a troca de moléculas e 

análises mais acurados do efeito de drogas (Park et al., 2019).  

Estes modelos podem ser utilizados, no desenvolvimento de estratégias 

de medicina personalizada, que leva em consideração as características 

individuais de cada paciente para individualizar o diagnóstico e tratamento das 

doenças, o que reduz custos de tratamento e otimiza resultados. Um exemplo é 

o tratamento do câncer, onde já existem estudos que utilizam fragmentos de 

biopsia levadas ao laboratório e cultivadas, passando por avaliações 

genômicas e de perfil molecular, desenvolvendo uma abordagem terapêutica, 

que leve em conta a especificidade do tumor e que possa ser testada in vitro 

em modelos de organoides (Bose et al., 2021; Zhou et al., 2021).  

A escolha do modelo 3D vai depender do tecido que se quer mimetizar, 

de quais análises pretendemos realizar, o tipo do hidrogel pode variar de célula 

para célula, outros componentes, celulares ou proteicos da matriz extracelular 

também podem ser incorporados, bem como fatores de crescimento, numa 

tentativa tornar o mais fisiologicamente semelhante ao tecido. O ramo da 

bioengenharia de tecidos avança na base de tentativa, erro e acerto. 

Modificando estruturas combinando elementos na busca por um “blend” ideal 

que satisfaça as células. 
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6 PERSPECTIVAS  

 

Com o avanço da tecnologia e a popularização da técnica de cultivo  

celular, observa-se a tendência de que os modelos de cultivo se tornem mais 

complexos e que consigam representar com maior precisão os processos 

metabólicos e fisiológicos. A busca de alternativas para melhorar a extração de 

colágeno e a pesquisa de novos hidrogéis com boas propriedades 

biomiméticas é um campo promissor nos próximos anos, bem como a adição 

de outros fatores presentes na matriz extracelular, de forma a se produzir 

biotintas específicas com potencial uso em humanos (ex.: cicatrização).  

Outra necessidade é a de substituição do colágeno por hidrogéis 

sintéticos, que possuam as mesmas características biomiméticas e de 

biocompatibilidade do colágeno e que possa ser produzido de forma 

padronizada e em larga escala. Adicionalmente, o desenvolvimento de 

componentes da matriz extracelular sintéticos que possam ser utilizados nos 

modelos substituindo as proteoglicanos, glicosaminoglicanos e glicoproteínas 

adesivas observadas na MEC em seres vivos. Entretanto, para se obter os 

melhores hidrogéis sintéticos, ainda torna-se necessário estabelecer o padrão 

ouro de composição e indução dos estratos de pele/mucosa artificial. 

O desenvolvimento de sistemas de circulação que trabalhem em macro 

escala, devem ser pesquisados para suprir a demanda por análise de 

metabólitos e teste de biodisponibilização de drogas. Adicionalmente, o co-

cultivo com células endoteliais permitirá o melhor entendimento das relações 

entre células, como a liberação de fatores de crescimento necessários para o 

pleno desenvolvimento do ambiente 3D mais complexos.  

No caso da Odontologia, o aprimoramento da técnica de cultura 3D 

permitirá o estabelecimento de outros modelos in vitro para estudos básicos e 

aplicados, tendo com o principal exemplo o carcinoma espinocelular oral e 

desordens potencialmente malignas. 

Portanto, o investimento em tecnologia e na formação de recursos 

humanos especializados torna-se fundamental para o desenvolvimento da 
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indústria 4.0 na área da saúde, com potencial uso na Medicina, e Odontologia, 

personalizada. 
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