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RESUMO

"DISPOSITIVO PARA DIRECCIONAMENTO DA MIGRAGCAO CELULAR E
METODO DE DIRECCIONAMENTO DA MIGRAGAO CELULAR USANDO TAL

DISPOSITIVO"

Um dispositivo de direccionamento (1) no qual as
células (3) estdo confinadas entre uma superficie suporte
(2) e uma superficie texturada (6) de um substrato (5), a
referida superficie texturada (6) tendo wuma estrutura
tridimensional anisotrépica (8) apresentando um motivo de
repeticdo que se repete segundo um eixo de repeticdo (X), ©
referido motivo de repeticdo apresentando uma sucessdo de
espacos de direccionamento (15), adjacentes uns aos outros
segundo o eixo de repeticdo (X), cada um dos referidos
espacos de direccionamento (15) estando adaptado para
receber pelo menos uma parte das células (3) e orientado
segundo uma direccdo de anisotropia (Al) para guiar um

movimento das células (3) na direccdo de anisotropia (Al).
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DESCRICAO

"DISPOSITIVO PARA DIRECCIONAMENTO DA MIGRAGAO CELULAR E
METODO DE DIRECCIONAMENTO DA MIGRAGAO CELULAR USANDO TAL

DISPOSITIVO"

A invencdo estd relacionada com um dispositivo de
direccionamento da migracdo celular e com um método de

direccionamento da migracdo celular usando tal dispositivo.

Em particular, a invencdo estd relacionada com um
dispositivo de direccionamento da migracdo celular compre-
endendo uma superficie suporte provida de células e um
substrato, o referido substrato apresentando uma superficie
texturada colocada face a superficie suporte e colocada em

contacto com as células na superficie suporte.

A migracdo das células é essencial para numerosos
processos fisiolbdégicos como a organogénese ou a cica-
trizacdo de feridas. No seu ambiente natural, a direccdo e
a velocidade de migracdo das células sdo guiadas por
numerosos Sinais que podem ser quimicos (quimiocinas) ou

fisicos (microambiente).

In vitro, estes fendmenos podem ser reproduzidos
ou alterados para impor uma direccdo de migracdo as células
usando, por exemplo, quimiocatraentes, campos eléctricos ou

ainda modulando o ambiente mecédnico da célula.
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O documento EP-A-1199354 descreve, por exemplo, a
formacdo de um motivo de células sobre uma superficie para
um controlo quimico da migracdo de células. Com efeito, no
documento EP-A-1199354, a superficie é tratada de forma a
apresentar um pré-motivo constituido por compostos que
favorecem o desenvolvimento de células e outros compostos
que ndo favorecem o desenvolvimento de células. A cultura
de células é em seguida iniciada sobre este pré-motivo. No
entanto, a eficdcia do controlo da migracdo das células por
este tipo de sistema depende principalmente da escolha dos
compostos quimicos que favorecem ou impedem o
desenvolvimento celular em funcdo da natureza das células

cultivadas.

O documento US 2007/0009572 descreve, por sua
vez, um método de preparacdo de um filme biodegradével,
micro- ou nano-texturado, compreendendo canais cuja largura
pode variar entre 10 pm e 160 pm, no qual sdo depositadas
células musculares. 0Os ensaios realizados mostram que as
células musculares se alinham umas relativamente as outras
ao longo dos canais, e cuja morfologia se modifica para
tomar uma forma alongada. Este método ndo tem ©por
finalidade fazer migrar as células numa direccdo preferida,
mas apenas favorecer o seu alinhamento, umas relativamente

as outras, para obter um empilhamento celular regular.

O documento US 2009/02481445 descreve igualmente

um método para guiar o direccionamento de células segundo
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uma estrutura tridimensional usando uma superficie
compreendendo um microcanal, ou uma série de microcanais
paralelos uns aos outros, cuja largura ¢ superior a das
células, para que as células ail se possam introduzir e cuja
seccdo é arbitrdria. Como para o documento anterior, este
método ndo tem por finalidade fazer migrar as células numa
direccédo preferida, mas apenas favorecer o seu alinhamento,

umas relativamente as outras.

Mahmud et al. (Nature Physics 2009, 4, pp 606)
propde motivos adesivos na forma de lingueta ("ratchet")
para guiar a migracdo celular. 0O efeito observado baseou-se
num contraste de adesdo entre as partes adesivas dos canais
e as partes nédo adesivas de um substrato de modo que,
quando a qualidade do contraste entre as partes adesivas e
ndo adesivas se degrada com o tempo, o direccionamento da
migracdo celular deixa de se observar. Por outro lado, a
adesdo aos canais, lineares ou apresentando uma forma de
lingueta ("ratchet"), ndo permite manter as células sem ser
nestes motivos adesivos, ou seja numa Unica dimensdo no
espaco, e ndo permite, por exemplo, a organizacdo de um
tecido numa superficie em duas dimensdes. Finalmente, o0s
motivos descritos em Mahmud et al. sdo sempre projeccdes
perpendiculares ao plano constituido pela superficie que

veicula as células.

Estes métodos que permitem alterar os fendmenos
naturais de migracdo celular podem igualmente encontrar

aplicacdes in vivo.
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0 documento US 2009/0093879 propde essencialmente
um implante apresentando na superficie motivos tridimen-
sionais micrométricos ou nanométricos. Estes motivos
permitem principalmente controlar a adesdo de microrga-
nismos ou fibroblastos a superficie do implante guando este
é colocado num ser vivo, melhorando assim a cicatrizacdo de
ferimentos. Este documento US 2009/0093879 sugere gue as
microestruturas ou nanoestruturas de superficie possam
guiar as células que iniciam a cicatrizacdo, permitindo-
lhes assim organizarem-se de forma ordenada na superficie

do implante.

Ora, tal controlo da migracdo celular segundo uma
determinada direccéo poderé igualmente apresentar
aplicacdes no dominio médico, para além da organizacédo
forcada a volta de um implante, como sejam a migracéo
dirigida das células na superficie de uma ferida ou a

producdo de o6rgdos artificiais em engenharia de tecidos.

Existe pois a necessidade de novos dispositivos
que permitam guiar as células na sua migracdo segundo uma
direccdo escolhida, cuja eficdcia nédo dependa do tipo de
célula mével considerada, simples de implementar, pouco

invasivos para os tecidos e robustos no tempo.

Por guiar a migracdo celular entende-se, no con-
texto do presente pedido, que se imponha as células migrar

preferencialmente mais numa direccdo que nas outras. Por
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outras palavras, o direccionamento da migracdo segue a
simetria de migracdo segundo a direccdo considerada. O
"direccionamento" da migracdo difere da "orientacédo" da
migracdo celular onde as células migram preferencialmente
em duas direccdes opostas, sem gue uma destas direccdes

seja favorecida relativamente a outra.

Para este efeito, a invencdo propde um dispo-
sitivo de direccionamento da migracdo celular compreendendo
uma superficie suporte das células e um substrato, o
referido substrato apresentando uma superficie texturada
colocada em frente da superficie suporte e em contacto com
as células na superficie suporte, de modo que as células
fiquem confinadas entre a superficie suporte e a superficie
texturada, a referida superficie texturada sendo uma estru-
tura tridimensional anisotrdépica apresentando um motivo de
repeticdo segundo um eixo de repeticdo, o referido motivo
de repeticdo apresentando uma sucessdo de espacos de
direccionamento adjacentes segundo o eixo de repeticéo,
cada um dos referidos espacos estando adaptado para receber
pelo menos uma parte de uma das células e orientado segundo
uma direccdo de anisotropia para guiar um deslocamento das

células na direccdo de anisotropia.

Assim, o dispositivo de direccionamento de acordo
com a invencdo pode assegurar um controlo da migracédo das
células por intermédio de uma estrutura particular, no seio
da qual as células confinadas sdo recebidas e deslocadas

numa direccdo (um sentido privilegiado), independentemente



PE2758521 - 6 -

do tipo de célula utilizado. Por conseguinte, o dispositivo
de direccionamento ¢é pouco invasivo pois baseia-se na
aplicacdo de uma superficie texturada sobre uma superficie
suporte. Finalmente, o dispositivo de direccionamento pode
ser obtido de forma simples, através de uma simples textu-

rizacdo de superficie, realizéavel em série por moldagem.

Ainda, contrariamente aos documentos de trabalhos
anteriores descrevendo canais ou microcanais obrigando ao
alinhamento das <células, a presente invencdo permite
direccionar a células segundo uma direccdo de anisotropia,
formando assim uma rede no plano compativel com a orga-

nizacdo de um tecido segundo uma determinada superficie.

O dispositivo de direccionamento segundo a in-
vencdo pode encontrar aplicacdes particularmente nos domi-
nios da dermatologia, da implantologia ou da engenharia de

tecidos.

Por "estrutura anisotrdépica"™ ou "estrutura com
geometria anisotrépica”™ entende-se, no contexto do presente
pedido, uma estrutura cuja geometria possuil uma direccdo de
anisotropia determinada segundo um dado eixo. A direccédo da
anisotropia da estrutura anisotrédpica é particularmente, no
quadro da presente invencdo, a direccdo preferencial da

migracdo das células.

A superficie texturada pode compreender uma su-

perficie de base e a estrutura tridimensional anisotrépica
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pode compreender uma pluralidade de pares de superficies de
direccionamento, os referidos pares de superficies de
direccionamento sendo adjacentes uns aos outros segundo o
eixo de repeticdo e definindo o motivo de repeticdo, cada
um dos pares compreendendo a primeira e a segunda
superficies de direccionamento gque se estendem acima da
superficie de base, frente a frente, e que delimita entre

elas um dos espacos de direccionamento.

Em particular, a estrutura tridimensional aniso-
trépica pode compreender uma pluralidade de elementos de
direccionamento sobressaindo relativamente a superficie de
base, os referidos elementos de direccionamento sendo adja-
centes uns relativamente aos outros segundo o eixo de
repeticdo e cada um possuindo uma das primeiras superficies
de direccionamento e uma das segundas superficies de
direccionamento, a primeira superficie de direccionamento
de um dos elementos de direccionamento estando em frente da
segunda superficie de direccionamento do elemento de

direccionamento adjacente.

Numa realizacéo, a primeira e a segunda
superficie de direccionamento de cada par estdo adaptadas
para que a direccdo de anisotropia se estenda de acordo com
0 eixo de repeticdo. Em cada um dos pares de superficies de
direccionamento, a primeira superficie de direccionamento
pode entdo ser adaptada para bloquear o deslocamento das
células numa direccdo oposta a segunda superficie de

direccionamento e a segunda superficie de direccionamento
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pode ser adaptada para permitir o deslocamento das células
numa direccéo oposta a primeira superficie de
direccionamento, de maneira que a direccdo de anisotropia
seja orientada da primeira superficie para a segunda
superficie. Para tal, a primeira superficie de direccio-
namento pode ser perpendicular ao eixo de repeticdo e a
segunda superficie de direccionamento pode deflectir da
primeira superficie de direccionamento segundo o eixo de

repeticéo.

Em particular, numa primeira variante, a segunda
superficie de direccionamento pode ser perpendicular a
superficie de base e apresentar uma concavidade virada para
a primeira superficie de direccionamento. Por exemplo, a
estrutura tridimensional anisotrdpica pode compreender uma
pluralidade de filas de projeccgdes triangulares adjacentes
segundo o eixo de repeticdo, cada uma das referidas filas
compreendendo pelo menos duas projeccgdes alinhadas segundo
um eixo transversal perpendicular ao eixo de repeticéo,
cada um dos espacos de direccionamento compreendendo uma
cavidade sensivelmente triangular com uma base formada
sobre a primeira superficie de direccionamento de uma das
filas de projecgdes triangulares e um vértice formado sobre
a segunda superficie de direccionamento da fila de

projeccdes triangulares adjacentes.

Numa segunda variante, a primeira superficie de
direccionamento pode ser perpendicular ao eixo de repeticédo

e a segunda superficie de direccionamento pode ser
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inclinada relativamente a um plano perpendicular a super-

ficie de base.

Num outro modo de realizacdo, a primeira e a
segunda superficies de direccionamento de cada par estéo
adaptadas para que a direccdo de anisotropia se estenda de
acordo com um eixo transversal perpendicular ao eixo de
repeticdo. Em cada um dos pares de superficies de direcci-
onamento, a primeira e a segunda superficie de direcci-
onamento podem ser entdo adaptadas para blogquear o deslo-
camento de células numa ou noutra das direccdes do eixo de
repeticéo. Em particular, a estrutura tridimensional
anisotrépica pode compreender uma pluralidade de projeccdes
estendidas adjacentes segundo o eixo de repeticdo, cada uma
das referidas ©projeccgdes estendidas segundo o eixo
transversal, cada um dos espacos de direccionamento com-
preendendo uma ranhura entre a primeira superficie de
direccionamento de uma das projeccdes estendidas e a segun-
da superficie de direccionamento da projeccdo estendida

adjacente.

Por outro lado, o espaco de direccionamento pode
apresentar uma dimensdo maxima, medida entre a primeira e a
segunda superficies de direccionamento, inferior a 200 um,
de preferéncia inferior a 100 um, principalmente
correspondendo sensivelmente ao tamanho das células, por
exemplo compreende entre 5 um e 60 pm, de preferéncia entre
15 pym e 30 pm. O espaco de direccionamento pode igualmente

apresentar uma profundidade inferior a 200 pm, de
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preferéncia inferior a 100 pm, principalmente inferior ao

tamanho das células, por exemplo inferior a 6 num.

O substrato pode ser ndo adesivo. Neste caso,
pode ser constituido por um material ndo adesivo como seja
um polimero fluorado ou um material tornado ndo adesivo
através de tratamento quimico, como seja acoplagem de
moléculas de polietilenoglicol (PEG) . A superficie
texturada ndo adesiva, ou seja a qual as células ndo possam
aderir, pode portanto ser retirada sem risco de deteriorar

as células.

Numa variacdo, o substrato pode ser adesivo.

Além disso, a superficie suporte sobre a qual se
deslocam as células pode ser uma superficie artificial,
como seja uma superficie de cultura celular (por exemplo um
gel), uma lamela de wvidro, 0o 1nterior de um canal
microfluidico ou uma superficie do ambiente natural das
referidas células como seja a superficie de um tecido vivo

ou a superficie de uma ferida.

A superficie suporte e a superficie texturada
podem estar espacadas por uma disténcia entre 0 pm e 10 um,

de preferéncia entre 3 um e 6 um.

Pelo menos uma das superficies escolhidas entre a
superficie e a superficie texturada pode compreender pelo

menos uma projecc¢do suplementar permitindo controlar a
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distédncia entre a superficie suporte e a superficie
texturada. Em particular, a projeccdo suplementar pode-se
apresentar sob a forma de um pilar de didmetro compreendido
entre 100 pm e 500 pm, e altura inferior a 10 pm, de

preferéncia entre 3 um e 6 um.

De acordo com aplicac¢des particulares, o dispo-
sitivo de direccionamento pode-se apresentar sob a forma de
um penso, implante, prbétese, suporte de tecidos artifi-
ciais, canal microfluidico, laboratdério em chip integrando
canais e, de ©preferéncia, o vreferido dispositivo de

direccionamento & um penso.

De acordo com um outro aspecto, a invencido propde
um método de direccionamento da migracdo celular através da
implementacdo de um dispositivo de direccionamento como
atrds definido, o referido método de direccionamento prevé
o contacto das células colocadas sobre a superficie suporte
com a superficie texturada do substrato, de forma que as
células fiquem confinadas entre a superficie suporte e a
superficie texturada, as células deslocando-se na direccéo

da anisotropia.

Descricdo das figuras

Outros objectivos e vantagens da invencdo sur-
girdo da leitura da descricdo das realizacdes particulares
da invencdo que se segue, dadas a titulo de exemplos né&o
limitantes, a descricdo sendo feita com referéncia aos

desenhos anexados, nos quais:



PE2758521 - 12 -

- a figura 1 é uma representacdo em perspectiva
de uma primeira realizacdo de um substrato de um
dispositivo de direccionamento de migracdo celular, o
substrato apresentando uma superficie texturada provida de
uma pluralidade de filas de ©projeccgdes triangulares
definindo uma sucessdo de cavidades de direccionamento
triangulares adjacentes segundo um eixo de repeticdo, as
cavidades de direccionamento estando adaptadas para guiar
um deslocamento de células existentes numa superficie

suporte numa das direccdes do eixo de repeticédo,

- a figura 2 ¢é uma representacdo da vista
inferior do substrato da figura 1 cuja superficie texturada
estd colocada em frente de uma superficie suporte num
dispositivo de direccionamento, a figura 2 ilustra o
deslocamento de uma célula entre uma superficie suporte e a

superficie texturada do substrato,

- a figura 3 é uma representacdo em perspectiva
do detalhe referenciado III na figura 2, na direccdo do

deslocamento da célula,

- a figura 4A é uma imagem em contraste de fase
das células confinadas sob as projeccgdes triangulares e a
figura 4B ¢é um histograma do enviesamento induzido na

direccdo de migracdo das células,

- a figura 5 é uma representacdo em corte do

dispositivo de direccionamento compreendendo um substrato
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de acordo com uma variante da primeira realizacdo da figura
1, o substrato apresentando uma superficie texturada
provido de uma pluralidade de projeccdes estendidas
definindo uma sucessdo de ranhuras de direccionamento
adjacentes segundo o eixo de repeticdo, as ranhuras de
direccionamento guiam o deslocamento das células existentes

na superficie suporte numa direccdo do eixo de repeticédo.

- a figura 6 é uma representacdo em perspectiva
de uma segunda realizacdo de um substrato de um dispositivo
de direccionamento da migracdo celular, o0 substrato
apresentando uma superficie texturada provida de uma
pluralidade de projeccdes estendidas definindo uma sucesséio
de ranhuras de direccionamento adjacentes segundo um eixo
de repeticdo, as ranhuras de direccionamento estando
adaptadas para guiar um deslocamento de células existentes
numa superficie suporte numa das direcgdes de um eixo

perpendicular ao eixo de repeticéo.

- a figura 7 ¢é uma representacdo da vista
inferior do substrato da figura 1 cuja superficie texturada
estd colocada em fente a wuma superficie suporte num
dispositivo de direccionamento, a figura 5 ilustrando o
deslocamento de uma célula entre uma superficie suporte e a

superficie texturada do substrato.

Descricdo detalhada

Nas figuras, as mesmas referéncias designam

elementos idénticos ou anédlogos.
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As figuras representam  um dispositivo de
direccionamento 1 da migracdo celular compreendendo uma
superficie suporte 2 provida de células 3 e um substrato 5
adaptado para guiar o deslocamento de células segundo um

eixo e numa das duas direccdes privilegiadas do eixo.

De acordo com uma <realizacdo preferida, 0
substrato 5 é ndo adesivo, ou seja as células ndo podem
aderir ao substrato 5, de forma, como é& aparente de acordo
com a descricdo, a poder retirar o substrato 5 da
superficie suporte 2 sem deteriorar as células. Tal
substrato 5 ndo adesivo é igualmente designado substrato
anti-incrustacéo (ou "anti-fouling" de acordo com a

terminologia anglo-saxdnica).

O carédcter ndo adesivo do substrato 5 corresponde
a uma fraca capacidade de adsorcédo proteica do substrato 5
assim como uma fraca capacidade de adesdo celular, o que
permite, de um modo geral, limitar as reaccg®es inflama-

térias.

Os materiais n&o adesivos adequados ao substrato
5 ndo adesivo podem ser principalmente super-hidrdfobos -
como é o caso dos polimeros fluorados (por exemplo,
politetrafluoroetileno (PTFE)) - ou géis como a poliacri-

lamida (PAM) ou o polietilenoglicol-diacrilato (PEGDA).

Como alternativa, o substrato 5 ndo adesivo pode
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ser constituido por um material tornado ndo adesivo através

do tratamento gquimico.

Os tratamentos gquimicos gue podem tornar o
substrato 5 ndo adesivo podem particularmente ser acoplagem
ao substrato de uma camada de gel monomolecular, por
exemplo do tipo polietilenoglicol (PEG), por exemplo um PEG
silanizado nos ¢éxidos ou tiolado nos metais ou conjugado
com um polielectrdlito para lhe conferir a capacidade de
adsorver duravelmente, através da electrostética, ao
substrato 5, como é o caso para a acoplagem de Polilisina-

PEG (PLL-PEG).

De preferéncia, o material ndo adesivo & um
polimero fluorado ou um material tornado né&do adesivo
através do tratamento quimico, como seja a acoplagem de

moléculas, por exemplo com polietilenoglicol (PEG).

O substrato 5 pode, no entanto, especialmente em
funcéo da aplicacéo na qual o) dispositivo de

direccionamento é aplicado, ser adesivo.

Os materiais adesivos susceptiveis de serem
adequados ao substrato adesivo 5 podem, particularmente,
ser hidréfilos ou hidrdéfobos, sendo este o caso tratados
com um promotor de adesdo celular particularmente escolhido

entre:

- 08 plasticos Dbiocompativeis: por exemplo, o
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polistireno (PS), de rotina usado em culturas celulares,
polimeros siliconados como a polidimetilesiloxana (PDMS)
especialmente utilizados nos laboratdédrios em chips, géis de
copolimeros em bloco como o estireno-etileno/butileno-
estireno (SEBS) utilizados para a producdo de pensos ou OS
poliadcidos léacticos e glicdlicos (PLGA, PLA: hidréfilo) que
sdo biodegradéveis e podem ser utilizados para implantes ou
como suporte de tecidos artificiais; alguns destes
plasticos podem, vantajosamente, ser activados por plasma
de oxigénio para aumentar a sua hidrofilia e promover a

adesdo celular,

- as ceradmicas, geralmente hidréfilas, como seja
os Oxidos metédlicos ou o0s nitretos, como por exemplo o©
vidro (S102), o nitreto de silicio (SisNsz), o didxido de
titdnio (Ti02) ou outros; estes materiais sdo utilizados em
cultura celular, nos laboratdérios em chip ou em
implantologia; estes materiais podem vantajosamente ser
activados por plasma de oxigénio para aumentar a Ssua

hidrofilia e promover a adesdo celular,

- 0s metails inertes como o ouro, a platina, o
palddio ou os metais cuja superficie oxidada ou azotada é
estével, como o crémio ou o titédnio, gque sdo usados para o0s
implantes; vantajosamente, o0s metais podem ser tratados com

moléculas da familia dos tidis para aumentar ou reduzir a

sua capacidade de adesdo celular.

Por conseguinte, ¢é possivel promover a adesédo
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celular, através do tratamento quimico de um material de

suporte. Pode-se entdo utilizar:

- polimeros carregados (polielectrdélitos) que
adsorvem fortemente por interaccdo electrostédtica em
superficie oxidadas (naturalmente como para os Oéxidos ou
artificialmente activando as superficie com a ajuda de um
plasma de oxigénio): por exemplo a poli-L-lisina (PLL) ou a

poli-ornitina (PORN); ou

- proteinas de adesd@o celular (integrinas) ou da
matriz extracelular (fibronectina, laminina, colagénio) ou
péptidos que mimetizam estas proteinas, como seja o motivo

RGD (arginina-glicina-éacido aspéartico).

E igualmente possivel, no contexto da presente
invencdo, modular a adesdo do substrato 5 para optimizar a
motilidade das células. Com efeito, o nivel de adesdo das
células sobre um substrato 5 pode ser modulado através do
tratamento deste substrato com uma mistura raciométrica de
moléculas adesivas e de moléculas nédo adesivas. Por
exemplo, pode ser utilizada uma mistura de pLL-PEG e de

PpLL-PEG-RGD ou uma mistura de pLL-PEG e fibronectina.

O substrato 5 apresenta uma superficie texturada
6 tendo uma superficie de base 7 e uma estrutura
tridimensional anisotrdépica 8, visivel na figura 1 e
representada a transparéncia da superficie da base 7 nas

figuras 2 e 3. A estrutura tridimensional anisotrdépica 8
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compreende uma pluralidade de elementos de direccionamento
salientes relativamente a superficie da base 7 segundo um
eixo vertical 7Z perpendicular a superficie de base 7. Os
elementos de direccionamento s&o arranjados sobre a
superficie da base 7 de forma adjacente uns relativamente
aos outros segundo um eixo de repeticdo X, perpendicular ao
eixo vertical 7. Nas figuras, 0 substrato 5 esté
representado como um plano com uma descricdo correspondente
aos eixos para clarificar o direccionamento e o
posicionamento relativo de elementos do substrato 5. Como é
evidente do que foi dito e como serd evidente na sequéncia
da descricéao, e principalmente das aplicacdes do
dispositivo de direccionamento 1, o substrato 5 pode, no
entanto, ser deformdvel e apresentar qualguer outra

configuracdo além da configuracdo plana representada.

No primeiro modo de realizacdo representado nas
figuras 1 a 3, cada elemento de direccionamento apresenta-
se na forma de uma fila 10 de projeccdes triangulares. Cada
fila 10 compreende cinco projeccdes triangulares 11,
alinhadas segundo um eixo transversal Y perpendicular ao
eixo de repeticdo X e ao eixo vertical Z. Noutras
realizacdes, cada fila 10 pode compreender duas, trés,

quatro ou mais de cinco projecgdes triangulares 11.

Cada projeccédo triangular 11 apresenta uma base
12 e um vértice 13. Em cada fila 10, as bases 12 formam uma
primeira superficie de direccionamento 14, perpendicular a

superficie de base 7 e ao eixo de repeticdo X e os vértices
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13 formam uma segunda superficie de direccionamento 16,
perpendicular a superficie da base 7 e apresentando uma

sucessdo de concavidades formadoras de um trilho dentado.

A primeira superficie de direccionamento 14 de
uma das filas de projeccgdes triangulares 10 é colocada em
frente a segunda superficie de direccionamento 16 da fila
de projeccdes triangulares 10 adjacente. As projeccgdes
triangulares 11 de duas filas 10 adjacentes possuem, por
conseguinte, as suas bases 12 e o0s seus vértices 13
alinhados. As filas de projeccgdes triangulares 10 formam
assim, entre elas, uma pluralidade de pares de superficie
de direccionamento, adjacentes uns aos outros segundo o
eixo de repeticdo X e definem um motivo de repeticédo

segundo este eixo de repeticédo X.

Cada um dos pares de superficies de direccio-
namento compreende uma das primeiras superficies de direc-
cionamento 14 e a segunda superficie de direccionamento 16
em frente, delimitando entre elas um espaco de
direccionamento. No primeiro modo de realizacdo, O espaco
de direccionamento compreende uma pluralidade de cavidades
15, sensivelmente triangulares, cada uma com uma base 17
formada sobre a primeira superficie de direccionamento 14
de uma das filas de projeccdes triangulares 10 e um vértice
18 formado sobre a segunda superficie de direccionamento 16
da fila de projeccgdes triangulares 10 adjacente. Em
particular, para cada cavidade 15, a base 17 é formada por

partes das bases 12 de duas projeccgdes triangulares 11 de
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uma das filas 10 e o vértice 18 é formado por duas paredes
laterais convergindo uma para a outra de duas projeccdes
triangulares 11 da fila 10 adjacente. O motivo de repeticéo
apresenta pois uma sucessdo de cavidades 15 segundo o eixo

de repeticédo X.

Cada uma das cavidades 15 estd adaptada para
receber pelo menos uma parte de uma das células 3. A
cavidade 15 apresenta uma dimensdo maxima, medida entre a
primeira superficie 14 e a segunda superficie 16 de
direccionamento, inferior a 200 um, de preferéncia inferior
a 100 pm. Vantajosamente, a dimensdoc maxima da cavidade 15
corresponde sensivelmente ao tamanho das células 3 e estéa,
por exemplo, compreendida entre 5 um e 60 pm, de
preferéncia entre 15 pm e 30 um. A cavidade 15 apresenta,
por outro lado, uma profundidade, medida perpendicularmente
a superficie da base 7, inferior a 200 pum, de preferéncia
inferior a 100 um. Vantajosamente, a profundidade da
cavidade ¢é inferior ao tamanho das células 3, por exemplo
inferior a 20 pum, ou ainda inferior a 6 um. Por exemplo,
cada uma das cavidades 15 possui uma profundidade de 2 pm e
é realizada sob a forma de um tridngulo equilatero cujo
lado B mede 32 pum, ou seja uma distédncia méxima entre a
primeira superficie 14 e a segunda superficie 16 de

direccionamento de 27,71 um.

No modo de realizacdo representado, as projeccdes
triangulares 11 estédo representadas ligadas umas as outras

no seio de uma mesma fila 10 e entre duas filas 10
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adjacentes. Lacunas entre as projeccgdes triangulares 11
poderdo, no entanto, ser previstas especialmente para
adaptar a dimensdo da cavidade 15. Além disso, cada fila 10
foi representada com uma pluralidade de cavidades 15, sendo
entendido que cada fila 10 poderd compreender uma uUnica

cavidade 15.

Uma tal estrutura tridimensional poderd ser rea-
lizada, por exemplo, por fotolitografia, facultativamente
seguido de uma etapa de gravura ou por qualquer processo de

microfabricacéio.

Relativamente as figuras 2 e 3, descreve-se um
método de direccionamento da migracdo celular usando o

substrato 5 descrito atréas.

A  superficie texturada 6 do substrato 5 ¢é
colocada em frente a superficie suporte 2 e em contacto com
as células 3 colocadas na superficie suporte 2, de forma
que as células 3 fiquem confinadas entre a superficie
suporte 2 e a superficie texturada 6. O confinamento das
células 3 permite reforcar o seu direccionamento, em
particular quando o substrato 5 no qual as células 3 séo

veiculadas ¢ ndo adesivo.

A superficie suporte 2 e a superficie texturada 6
estdo espacadas uma distédncia compreendida entre 0 pm e 10
um, de preferéncia entre 3 um e 6 pum, de modo que a

espessura da célula 3 apds confinamento estard pelo menos
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compreendida entre 3 e 6 um para permitir a sua migracdo. A
superficie de base 7 do substrato 5 é colocada a uma
distédncia D da superficie suporte 2, por exemplo 5 pm, e as
projeccdes triangulares 11 estdo colocadas a uma disténcia
d da superficie 2, inferior a distédncia D entre a
superficie de base 7 e a superficie suporte 2, por exemplo

de 3 um.

A superficie suporte 2 sobre a gual repousam as
células 3 pode ser uma superficie artificial como seja uma
superficie de cultura celular (por exemplo um gel), uma
lamela de wvidro, o interior de um canal microfluidico ou
uma superficie do ambiente natural das referidas células,
como seja a superficie de um tecido vivo ou a superficie de

uma ferida.

A partir do momento em gue as células séo
veiculadas sobre um suporte portador da superficie suporte
2 e apresentando uma rigidez superior a cerca de 20 kPa, é
desejavel, no quadro da presente invencdo, que pelo menos
uma das superficies escolhidas entre a superficie suporte 2
e a superficie texturada 6 compreenda pelo menos uma
saliéncia suplementar, nédo representada, permitindo con-
trolar a disténcia entre a superficie suporte 2 e a
superficie texturada 6 e assim evitar alterar as células 3.
A altura destas saliéncias ¢é medida relativamente a
superficie sobre a qual estdo dispostas. A saliéncia
suplementar pode-se apresentar sob a forma de um ou mais

pilares de didmetro compreendido entre 100 pm e 500 pm, e
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de altura inferior a 10 pm, de preferéncia entre 3 um e 6
pm, e em todo o caso, a altura tal como a espessura da
célula 3 apds confinamento & pelo menos compreendida entre

3 e 6 um.

Pelo contrério, quando as células sdo veiculadas
sobre um suporte portador da superficie suporte 2 e estéo
"moles", ou seja com uma rigidez inferior a cerca de 20
kPa, particularmente compreendida entre 100 Pa e 20 kPa, de
preferéncia entre 500 Pa e 10 kPa, n&o é necessdrio existir
saliéncias suplementares na medida em que a superficie
suporte é suficientemente "frouxa" para permitir as células
3 ndo serem esmagadas pelo substrato, as células 3 definem
o0 seu espaco de confinamento formando a superficie suporte
2. Estes suportes "moles" sdo do tipo gel de fraca rigidez
ou tapete celular. Os géis utilizados podem ser géis de
origem artificial, como seja poliacrilamida (PAM) ou
polietilenoglicol-diacrilato (PEGDA) ou ainda géis de
origem natural como o colagénio, o matrigel ou o acido
hialurdénico (HA). A rigidez destes géis pode ser ajustada

pela sua composicédo e pelas condicgdes da sua reticulacéo.

Cada cavidade 15 cuja segunda superficie de
direccionamento 16 se afasta da primeira superficie de
direccionamento 14 segundo o eixo de repeticdo X, esté
orientada segundo uma direccdo de anisotropia Al paralela
ao eixo de repeticdo X e dirigida depois da primeira
superficie de direccionamento 14 na direccdo da segunda

superficie 16.
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Em cada cavidade 15, a primeira superficie de
direccionamento 14 esté adaptada para bloquear o
deslocamento das células 3 numa direccdo oposta a segunda
superficie de direccionamento 16 e a segunda superficie de
direccionamento 16 estéa adaptada para autorizar o
deslocamento das células 3 numa direccdo oposta a primeira

superficie de direccionamento 14.

As cavidades 15 podem também guiar um
deslocamento das células 3 existentes na superficie suporte
2 na direccdo de anisotropia Al, ou seja na direccdo do
eixo de repeticdo X indo da base 17 na direccdo do vértice

18 da cavidade 15.

A figura 4A é uma imagem de contraste de fase das
células confinadas sob as projecgdes triangulares 10. Os
tridngulos claros na figura 4A representam as cavidades 15,
as projeccgdes triangulares 10 sendo representadas pelos
tridngulos carregados. A figura 4B ¢ um histograma que dé&
um enviesamento induzido na direccdo de migracdo de 167
células confinadas sob a estrutura anteriormente descrita,
apdés 24 horas de migracdo. Nas figuras 4A e 4B, uma seta déa

a direccédo dos bicos das cavidades 15 triangulares.

O histograma mostra entdo uma direccdo privile-
giada de migracdo correspondendo a direccdo segundo a qual

as cavidades 15 sdo orientadas.
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O método de direccionamento que acaba de ser
descrito utiliza uma superficie texturada 6 cuja estrutura
tridimensional 8 onde a textura estd enviesada numa direc-
cdo, a referida direccdo de anisotropia Al, de forma que
estas células 3 possam aplicar uma pressdo mais facilmente

numa direccdo (aqui na direccdo da segunda superficie de

direccionamento 16) gque noutra (aqui na direccdo da
primeira superficie de direccionamento 14) ou possam
encaixar-se mais facilmente numa direccédo (aqui, na

direccdo da primeira superficie de direccionamento 14) que
noutra (agqui, na direccdo da segunda superficie de
direccionamento 16) ou possam deformar-se mais facilmente
numa direccdo (aqui, na direccdo da segunda superficie de
direccionamento 16) que noutra (aqui, na direccdo da
superficie de direccionamento 14). Tal anisotropia da
interaccdo entre a célula 3 e o substrato 5 induz uma
direccdo de migracdo preferencial, a imagem da estrutura da
chamada lingueta Browniana ("Brownian ratchet") atrés

descrita.

Na realizacdo anteriormente descrita, a direccédo
de anisotropia Al é definida por uma concavidade voltada na
direccdo da primeira superficie de direccionamento 14 e
formada por duas paredes laterais rectilineas convergindo
uma na direccdo da outra. Outras formas podem, no entanto,
ser previstas para o espaco de direccionamento, de forma a
realizar uma concavidade virada na direccdo da primeira
superficie de direccionamento 14 e, dai, uma direccédo de

anisotropia Al paralela ao eixo de repeticdo X, indo da
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primeira superficie de direccionamento 14 para a segunda
superficie de direccionamento lo. Por exemplo, a
concavidade poderd ser arredondada, sendo particularmente
formada por duas paredes laterais curvas convergindo uma

para a outra ou por uma Unica parede lateral curva.

A invencdo ndo esté, portanto, limitada a
realizacdo de uma concavidade para orientar a direccédo de
anisotropia Al paralelamente ao eixo de repeticdo X, depois
da primeira superficie de direccionamento 14 na direccédo da

segunda superficie de direccionamento 16.

Por exemplo, numa variante representada na figura
5, o0s elementos de direccionamento s&do realizados sob a
forma de projeccdes estendidas 20 alongando-se cada uma
segundo o eixo transversal Y, perpendicular ao eixo de
repeticdo X. Cada projeccdo estendida 20 é portadora de uma
primeira superficie de direccionamento 24, perpendicular ao
eixo de repeticdo X, e uma segunda superficie de direc-
cionamento 26, inclinada relativamente a um plano per-

pendicular a superficie de base 7.

Nesta wvariante, apenas a superficie texturada do
substrato 5 difere da anteriormente descrita. A descricéo
detalhada do substrato 5 e de outros elementos idénticos
ndo serd portanto repetida e para mais detalhes sera

referida a descricdo ja feita.

Como anteriormente descrito, a primeira super-
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ficie de direccionamento 24 de uma das projeccdes esten-
didas 20 estd colocada em frente a segunda superficie de
direccionamento 26 da projeccdo estendida 20 adjacente. As
projeccdes estendidas 20 formam assim, entre elas, uma
pluralidade de pares de superficies de direccionamento
adjacentes umas as outras segundo o eixo de repeticdo X e
definem um motivo de repeticdo segundo este eixo de

repeticdo X.

Cada um dos pares de superficies de direccio-
namento compreende uma das primeiras superficies de direc-
cionamento 24 e a segunda superficie de direccionamento 26
em frente, delimitando entre elas um espaco de

direccionamento.

Nesta variante da primeira realizacdo, o espaco
de direccionamento compreende uma ranhura 25 que se estende
segundo o eixo transversal Y. O motivo de repeticédo
apresenta entdo uma sucessdo de ranhuras 25 segundo o eixo
de repeticdo X. Cada uma das ranhuras 25 estéd adaptada para
receber pelo menos uma parte de uma das células 3. A
ranhura 25 apresenta uma dimensdo maxima, medida no fundo
da ranhura 25 entre a primeira superficie 24 e a segunda
superficie 26 de direccionamento, inferior a 200 um, de
preferéncia inferior a 100 pm. Vantajosamente, a dimensédo
maxima da ranhura 25 corresponde sensivelmente ao tamanho
das células 3 e estéd, por exemplo, compreendida entre 5 um
e 60 pm, de preferéncia entre 15 pm e 30 pm. A ranhura 25

apresenta, por conseguinte, uma profundidade, medida
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perpendicularmente a superficie de base 7, inferior a 200
um, de preferéncia inferior a 100 pm. Vantajosamente, a
profundidade da ranhura 25 é inferior a um tamanho das
células 3, por exemplo inferior a 20 um, ou ainda inferior

a 6 pm.

Uma tal estrutura tridimensional pode ser reali-
zada, por exemplo, por fotolitografia, facultativamente
seguido de uma etapa de gravura anisotrdépica tipo RIE, ICP
ou DRIE inclinando a amostra quando da fotolitografia ou
gravura para obter as faces inclinadas, ou ainda através de
fotolitografia na =zona dos cinzentos ("Gray-tone litho-

graphy") .

Como representado na figura 5, cada ranhura 25,
cuja segunda superficie de direccionamento se afasta da
primeira superficie de direccionamento 24 segundo o eixo de
repeticdo X, estéd orientada segundo uma direccdo de
anisotropia A2 paralela ao eixo de repeticdo X e dirigida
apdés a primeira superficie de direccionamento 24 na
direccdo da segunda superficie de direccionamento 26. Em
cada ranhura 25, a primeira superficie de direccionamento
24 Dblogueia o deslocamento das células 3 numa direccéo
oposta a segunda superficie de direccionamento 26 e a
segunda superficie de direccionamento 26 permite o
deslocamento das células 3 numa direccdo oposta a primeira
superficie de direccionamento 24. As ranhuras 25 podem
entdo guiar um deslocamento das células 3 existentes na

superficie suporte 2 na direccdo de ansisotropia A2, ou
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seja na direccdo do eixo de repeticdo X indo da primeira
superficie de direccionamento 24 na direccdo da segunda

superficie de direccionamento 26.

As figuras 6 e 7 representam um segundo modo de
realizacdo da invencdo na qual os espacos de direccio-
namento 25 estdo orientados numa direcc¢do de anisotropia
A3a, A3b que se estende segundo o eixo transversal Y,
perpendicular ao eixo de repeticdo X, de forma a guiar o

deslocamento das células 3 segundo o eixo transversal Y.

Na segunda realizacdo, apenas a superficie tex-
turada 6'' do substrato 5 difere da primeira realizacéo
anteriormente descrita. A descricdo detalhada do substrato
5 e de outros idénticos ndo serd portanto repetida e para
mais detalhes serda referida a descricdo ja& feita relati-

vamente a primeira realizacédo.

Os elementos de direccionamento s&do realizados
sob a forma das projeccdes estendidas 30, estendendo-se
cada uma segundo o eixo transversal Y. Cada projeccéo
estendida 30 é portadora da primeira superficie de direcci-
onamento 34 e da segunda superficie de direccionamento 26,

perpendiculares ao eixo de repeticédo X.

Como anteriormente descrito, a primeira superfi-
cie de direccionamento 34 de uma das projeccdes estendidas
30 é& colocada em frente da segunda superficie de direcci-

onamento 36 da projeccdo estendida 30 adjacente. As projec-
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cdes estendidas 30 formam assim, entre elas, uma plurali-
dade de pares de superficies de direccionamento adjacentes
umas as outras segundo o eixo de repeticdo X e definem um

motivo de repeticdo segundo este eixo de repeticdo X.

Cada um dos pares de superficie de direccionamen-
to compreende uma das primeiras superficies de direccio-
namento 34 e a segunda superficie de direccionamento 36 em
frente, delimitando entre elas um espaco de direccio-

namento.

Na segunda realizacdo, o espaco de direccionamen-
to compreende uma ranhura 35 que se estende segundo o eixo
transversal Y. O motivo de repeticdo apresenta entdo uma
sucessdo de ranhuras 35 segundo o eixo de repeticdo X. Cada
uma das ranhuras 35 estd adaptada para receber pelo menos
uma parte de uma das células 3. A ranhura 35 apresenta uma
dimensdo méxima, medida entre a primeira superficie de
direccionamento 34 e a segunda superficie de direcciona-
mento 36, inferior a 200 um, de preferéncia inferior a 100
pm. Vantajosamente, a dimensdo maxima da ranhura 35 corres-
ponde sensivelmente ao tamanho das células 3 e esta, por
exemplo, compreendido entre 5 pm e 60 pm, de preferéncia
entre 15 pm e 30 pm. A ranhura 35 apresenta, por conse-
guinte, uma profundidade, medida perpendicularmente a
superficie de base 7, inferior a 200 pm, de preferéncia
inferior a 100 um. Vantajosamente, a profundidade da
ranhura 35 é inferior ao tamanho das células 3, por exemplo

inferior a 20 um, ou ainda inferior a 6 pm.
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Cada ranhura 35, <cuja primeira superficie de
direccionamento 34 e a segunda superficie de direccionamen-
to 36 se estendem segundo o eixo transversal Y, pode ser
orientada segundo uma das direccgdes de anisotropia A3a, A3b
paralela ao eixo transversal Y de qualquer modo adequado,
como por exemplo entalhes ou linguetas dispostos em fila
sobre a primeira superficie de direccionamento 34 e a
segunda superficie de direccionamento 36 ou sobre o fundo
da ranhura 35. Em cada ranhura 35, a primeira superficie de
direccionamento 34 e a segunda superficie de direcciona-
mento 36 blogueiam o deslocamento das células 3 num ou
noutra direccdo do eixo de repeticdo X. As ranhuras 35
podem entdo guiar um deslocamento das células 3 existentes
na superficie suporte 2 numa das direccdes de anisotropia

A3a, A3b.

O dispositivo de direccionamento 1 de acordo com
a invencdo pode particularmente encontrar numerosas
aplicacdes de direccionamento da migracdo das células in

vivo ou 1in vitro.

Entende-se por direccionamento in vitro, o
direccionamento da migracdo das células em cultura num meio
totalmente artificial. As células podem, por exemplo, ser
cultivadas numa superficie suporte artificial, como seja
uma placa de cultura celular, a superficie texturada sendo
entdo aplicada sobre a superficie suporte para confinar as

células. Numa outra realizacdo, a superficie texturada pode
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ser integrada numa das faces de um canal microfluidico para
guiar a migracdo das células no referido canal microflui-
dico. As superficies texturadas do dispositivo de acordo
com a invencdo podem ser utilizadas quer para o estudo dos
mecanismos bioldgico e fisicos de migracdo e de prolife-
racdo das células em cultura quer para realizar triagem ce-
lular, separando as células de acordo com as suas caracte-
risticas de migracdo. Como alternativa, o dispositivo de
acordo com a invencdo pode permitir direccionar as células
em suportes Dbidimensionais ou tridimensionais cobertos,
pelo menos parcialmente, com uma superficie de direccio-
namento texturada para a obtencdo de 6rgdos artificiais
(engenharia de tecidos). O dispositivo de acordo com a
invencdo pode encontrar uma aplicacdo em qualquer dominio
que necessite de guiar células artificialmente e indepen-

dentemente do seu comportamento quimiotéctico.

Entende-se por direccionamento in vivo, o direc-
cionamento da proliferacdo e da migracdo das células num
ser vivo, por exemplo no Homem. Neste caso, a superficie
suporte é constituida pelo suporte fisioldgico natural das
células sobre o qual é aplicada a superficie texturada. De
acordo com uma realizacdo preferida do direccionamento in
vivo, a superficie texturada pode ser utilizada para guiar
as células presentes na superficie de uma ferida, de modo a
favorecer a reparticdo das células sobre a ferida. O
dispositivo € assim um penso apresentando as microes-
truturas na sua superficie. De acordo com uma outra

realizacdo de direccionamento in Vvivo, a superficie
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texturada pode ser utilizada para guiar as células a volta
de uma prétese, de forma a favorecer a reparticdo de
células a volta da prdétese. De acordo com uma outra
realizacdo de direccionamento in vivo, a superficie
texturada pode ser utilizada para guiar as células a volta
de uma pelicula ou de um penso interno colocado no interior
do corpo de um ser vivo, de modo a favorecer a reparticéo

das células num ou noutro 6rgéo.

Numa outra aplicacédo particular, o dispositivo de
direccionamento pode, vantajosamente, ser utilizado in vivo
como penso, para favorecer a cicatrizacdo de uma ferida.
Para além da aplicacdo particularmente vantajosa como
penso, o dispositivo de direccionamento de acordo com a
invencdo encontra aplicagdes como implante, prbtese,
suporte de tecidos artificiais, canal microfluidico ou

laboratério em chip integrando canais.

Lisboa, 22 de setembro de 2015
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REIVINDICACOES

1. Dispositivo de direccionamento (1) da
migracdo celular compreendendo uma superficie suporte (2)
provida de células (3) e um substrato (5), o referido
substrato (5) apresentando uma superficie texturada (6; 6';
6'') colocada em frente da superficie suporte (2) e em
contacto com as células (3) colocadas sobre a superficie
suporte (2) de modo que as células (3) figquem confinadas

entre a superficie suporte (2) e a superficie texturada (6;

6'; 6''), a referida superficie texturada (6; o6'; ©6'")
tendo uma estrutura tridimensional anisotrdépica (8; 8';
8'') apresentando um motivo de repeticdo segundo um eixo de

repeticdo (X), o referido motivo de repeticdo apresentando
uma sucessdo de espacos de direccionamento (15; 25; 35)
adjacentes segundo o eixo de repeticdo (X), cada um dos
referidos espacos de direccionamento (15; 25; 35) estando
adaptado a poder receber pelo menos uma parte de uma das
células (3) e orientado segundo uma direccdo de anisotropia
(Al; A2; A3a, A3b) para guiar o deslocamento das células

(3) na direccédo de anisotropia (Al; A2; A3a, A3b).

2. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com a reivindicacdo 1, no qual a superficie texturada (6;
6'; 6''") compreende uma superficie de base (7) e a estru-
tura tridimensional anisotrépica (8; 8'; 8'') compreendendo
uma pluralidade de pares de superficies de direccionamento,

os referidos pares de superficies de direccionamento sendo
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adjacentes uns aos outros segundo o eixo de repeticdo (X) e
definindo o motivo de repeticdo, cada um dos pares
compreendendo a primeira (14; 24; 34) e a segunda (16; 26;
36) superficies de direccionamento que se estendem acima da
superficie de base (7), em frente uma da outra, e dque
delimitam entre elas um dos espacos de direccionamento (15;

25; 35).

3. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com reivindicacdo 2, no qual a estrutura tridimensional
anisotrépica (8; 8'; 8'') compreende uma pluralidade de
elementos de direccionamento (10; 20; 30) erguendo-se
relativamente a superficie suporte de Dbase (7), 0s
referidos elementos de direccionamento (10; 20; 30) sendo
adjacentes uns aos outros segundo o eixo de repeticdo (X) e
cada um portador de uma das primeiras superficies de
direccionamento (14; 24; 34) e de uma das segundas
superficies de direccionamento (16; 26, 36), a primeira
superficie de direccionamento (14; 24; 34) e um dos
elementos de direccionamento (10; 20; 30) estando em frente
da segunda superficie de direccionamento (16; 26; 36) do

elemento de direccionamento (10; 20; 30) adjacente.

4, O dispositivo de direccionamento (1) de
acordo com a reivindicagdo 2 ou 3, na qual a primeira (14;
24) e a segunda (l6; 26) superficies de direccionamento de
cada par estdo adaptadas para que a direccdo de anisotropia

(Al; A2) se estenda segundo o eixo de repeticédo (X).
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5. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com a reivindicacdo 4, no qual, em cada um dos pares de
superficies de direccionamento, a primeira superficie de
direccionamento (14; 24) estd adaptada para blogquear o
deslocamento das células (3) numa direccdo oposta a segunda
superficie de direccionamento (16; 26) e a segunda
superficie de direccionamento (16; 26) estd adaptada para
permitir o deslocamento das células (3) numa direccédo
oposta a primeira superficie de direccionamento (14; 24) de
modo que a direccdo de anisotropia (Al; A2) fique orientada
depois da primeira superficie de direccionamento (14; 24)
na direccdo da segunda superficie de direccionamento (16;

26) .

6. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com a reivindicacdo 5, no qual a primeira superficie de
direccionamento (14; 24) ¢é perpendicular ao eixo de
repeticdo (X) e a segunda superficie de direccionamento
(16; 26) se desvia da primeira superficie de direccio-

namento (14; 24) segundo o eixo de repeticdo (X).

7. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com a reivindicacdo 6, no qual a segunda superficie de
direccionamento (16) é perpendicular a superficie de base
(7) e apresenta uma concavidade voltada para a primeira

superficie de direccionamento (14).

8. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo

com a reivindicacdo 7, no qual a estrutura tridimensional
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anisotrépica (8) compreende uma pluralidade de filas de
projeccdes triangulares (10) adjacentes segundo o eixo de
repeticdo (X), cada uma das referidas filas (10) compreen-
dendo pelo menos duas projeccdes (11) alinhadas segundo um
eixo transversal (Y) perpendicular ao eixo de repeticédo
(X), cada um dos espacos de direccionamento compreendendo
uma cavidade (15) sensivelmente triangular com uma base
(17) formada sobre a primeira superficie de direccionamento
(14) e um das filas de projecgdes triangulares (10) e um
vértice (18) formado sobre a segunda superficie de direc-
cionamento (16) da fila de projeccgdes triangulares (10)

adjacente.

9. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com a reivindicacdo 6, na qual a primeira superficie de
direccionamento (24) é perpendicular ao eixo de repeticdo e
a segunda superficie de direccionamento (26) estd inclinada
relativamente a um plano perpendicular a superficie de base

(7).

10. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com a reivindicacdo 2 ou 3, na qual a primeira (34) e a
segunda (36) superficie de direccionamento de cada par
estdo adaptadas para que a direccdo de anisotropia (A3a,
A3Db) se estenda segundo um eixo transversal (Y)

perpendicular ao eixo de repeticdo (X).

11. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo

com a reivindicacdo 10, no qual, em cada um dos pares de
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superficies de direccionamento, a primeira (34) e a segunda
(36) superficies de direccionamento estdo adaptadas para
bloquear o deslocamento das células (3) numa ou noutra das

direccgdes do eixo de repeticdo (X).

12. O dispositivo de direccionamento (1) de
acordo com a reivindicacdo 11, no gqual a estrutura
tridimensional anisotrépica (8'") compreende uma
pluralidade de ©projeccdes estendidas (30) adjacentes
segundo o eixo de repeticdo (X), cada uma das referidas
projeccdes estendidas (30) alongando-se segundo o eixo
transversal (YY), cada um dos espacos de direccionamento
compreendendo uma ranhura (35) entre a primeira superficie
de direccionamento (34) de uma das projeccdes estendidas
(30) e a segunda superficie de direccionamento (36) da

projeccdo estendida (30) adjacente.

13. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com qualquer uma das reivindicagc®es 2 a 12, no qual o
espaco de direccionamento (15; 25; 35) apresenta uma
dimensdo méxima, medida entre a primeira (14; 24; 34) e a
segunda (16; 26; 30) superficie de direccionamento),
inferior a 200 um, de preferéncia inferior a 100 um,
particularmente correspondendo sensivelmente a um tamanho
das células (3), por exemplo compreendida entre 5 um e 60

um, de preferéncia entre 15 um e 30 pm.

14. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo

com qualquer uma das reivindicagc®es 2 a 13, no qual o
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espagco de direccionamento (15; 25; 35) apresenta uma
profundidade inferior a 200 pm, de preferéncia inferior a
100 um, particularmente inferior a um tamanho das células

(3), por exemplo inferior a 6 um.

15. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com qualquer uma das reivindicacées 1 a 14, no qual o

substrato (5) € ndo adesivo.

16. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com a reivindicacdo 15, no gqual o substrato (5) nédo adesivo
¢ constituido por um material ndo adesivo, como seja um
polimero fluorado, ou um material tornado ndo adesivo
através do tratamento quimico, como seja por acoplagem de

moléculas de polietilenoglicol (PEG).

17. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 14, no qual o

substrato (5) é adesivo.

18. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 17, no qual a
superficie suporte (2) sobre a qual se deslocam as células
(3) é& uma superficie artificial, como seja uma superficie
de cultura celular (por exemplo um gel), uma lamela de
vidro, o interior de um canal microfluidico ou uma
superficie do ambiente natural das referidas células, como
seja a superficie de um tecido vivo ou a superficie de uma

ferida.
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19. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com qualquer uma das reivindicaces 1 a 18, no qual a
superficie suporte (2) e a superficie texturada (6; 6';
6'') estdo espacadas por uma distdncia compreendida entre 0

pm e 10 um, de preferéncia entre 3 pm e 6 um.

20. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com a reivindicacdo 19, no qual pelo menos uma das
superficies escolhidas entre a superficie suporte (2) e a
superficie texturada (6; 6'; 6'') compreende pelo menos uma
saliéncia suplementar que permite controlar a disténcia
entre a superficie suporte (2) e a superficie texturada (6;

6'; 6'").

21. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com a reivindicacdo 20, no qual a saliéncia suplementar se
apresenta sob a forma de um pilar de didmetro compreendido
entre 100 pm e 500 pm e de altura inferior a 10 pm, de

preferéncia entre 3 um e 6 um.

22. Dispositivo de direccionamento (1) de acordo
com qualgquer uma das reivindicacgdes 1 a 21, apresentando-se
sob a forma de penso, implante, prbétese, suporte de tecidos
artificiais, canal microfluidico, laboratdério em chip
integrando canais, e, de preferéncia, o referido dispo-

sitivo de direccionamento (1) €& um penso.

23. Método de direccionamento da migracédo celu-
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lar através da wutilizacdo de um dispositivo de direcci-
onamento (1) de acordo com qualguer uma das reivindicacdes
1 a 22, o referido método de direccionamento prevendo o
contacto de <células (3) colocadas sobre a superficie
suporte (2) com a superficie texturada (6; 6'; 6'') do
substrato (5), de modo que as células (3) fiquem confinadas
entre a superficie suporte (2) e a superficie texturada (6;
6'; ©6''"), as referidas células (3) deslocando-se na

direccdo de anisotropia (Al; A2; A3a, A3b).

Lisboa, 22 de setembro de 2015
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