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1. INTRODUCAO

A industria farmacéutica enfrenta dificuldades no desenvolvimento de novos farmacos, devido a falta de
modelos in vitro adequados para prever seu efeito no microambiente-alvo, que é dindmico e complexo
(DARTOIS; RUBIN, 2022). Estatisticamente, apenas um em cada 5000-10000 candidatos é aprovado e
comercializado (SEELAND, 2013). Os modelos in vitro tradicionais, tais como cultura 2D em frascos, placas de
Petri ou transwell, sdo simples e baratos, porém apresentam limitagcdes na reproducdo das condi¢des dindmicas
por serem estaticos (DUVAL et al., 2017). Os modelos animais (modelos in vivo) tém a vantagem de serem
dindmicos, mas apresentam limitagdes quanto a similaridade do microambiente-alvo em termos de morfologia e
fisiologia, pois envolvem espécies diferentes (BRAKE et al., 2017). Além disso, esses modelos suscitam questdes
éticas, pois implicam o uso de seres sencientes que podem sofrer com o0s procedimentos experimentais
(FONTANA et al., 2021). Portanto, o desenvolvimento de modelos in vitro fisiologicamente relevantes que
permitam a triagem de farmacos e superem obstaculos associados aos métodos tradicionais é imprescindivel.

Avancos cientificos na area de microfluidica tem possibilitado a criacdo de microambientes in vitro que
mimetizam com acuracia condic¢Ges observadas in vivo (ODDO et al., 2019), nos microdispositivos chamados de
organ-on-a-chip. Nesse sentido, essa tecnologia vem sendo usada para complementar os modelos atuais de teste
de farmacos, conseguindo reproduzir o microambiente-alvo do corpo humano de forma mais realista e dindmica
(SUN; WARDEN; DING, 2019). Em linhas gerais, a microfluidica é um campo cientifico que estuda o
escoamento de fluidos em canais com dimens@es da ordem de micrdmetros (BATTAT; WEITZ; WHITESIDES,
2022). Essa escala reduzida aumenta a relacdo area-volume do escoamento, intensifica os processos de difuséo
em relagdo a conveccao e torna as forcas viscosas mais relevantes do que as forcas inerciais (XIA et al., 2021).

O PDMS é o material predominante na estrutura dos microdispositivos, por possuir atributos como
transparéncia, que permite a obtencdo de imagens por microscopia, resisténcia mecénica, permeabilidade de
gases, facilidade de processamento e baixa reatividade (RAJ M; CHAKRABORTY, 2020). Contudo, o PDMS
ndo reproduz adequadamente a superficie dos microambientes de tecidos humanos e interfere no cultivo e adesédo
celular por ser muito hidrofébico (CAMPBELL et al., 2021). Nesse sentido, 0 uso de hidrogéis, definidos como
redes poliméricas tridimensionais que intumescem em &agua, podem ser usados para superar as limitacdes do
cultivo de células em PDMS, mimetizando a matriz extracelular e oferecendo condi¢des anatémicas e fisiologicas
favoraveis ao crescimento celular (VERHULSEL et al., 2014).

O microdispositivo do tipo lung-on-a-chip, precursor entre 0s chamados organ-on-a-chip, foi
desenvolvido para a mimetizacdo da interface alvéolo-capilar, conforme o demonstrado na Figura 1A (HUH,
2015). Esse microdispositivo foi fabricado por litografia macia e gravura quimica para formar as cavidades
laterais, e € composto por duas cavidades separadas por uma membrana porosa de PDMS, em que células
epiteliais e endoteliais sdo semeadas na parte inferior e superior da membrana, respectivamente. Através de vacuo
aplicado pelos canais laterais, ocorre o estiramento e encolhimento da membrana de PDMS, reproduzindo
propriedades funcionais, mecénicas e estruturais da interface alvéolo-capilar durante a respiragdo. Além disso,
esse dispositivo foi utilizado para estudar a resposta imunolégica quando exposto a inflamacdo bacteriana,
adicionando células neutrdfilos ao fluido no canal vascular. O design deste microdispositivo foi um marco para
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0 desenvolvimento de outros microdispositivos organ-on-a-chip, destacando sua importancia como precursor

dessa tecnologia.
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Figura 1: Representacfes dos organ-on-a-chip estudados: (A) lung-on-a-chip (Adaptado de HUH, 2015); (B)
heart-on-a-chip (Adaptado de AGARWAL et al., 2013); e (C) vessel-on-a-chip (Adaptado de NIE et al., 2018).

Camaras laterais

Os microdispositivos heart-on-a-chip mimetizam o microambiente do tecido cardiaco, reproduzindo o
estiramento do tecido. Agarwal et al. (2013) desenvolveram um dispositivo em forma de Muscular Thin Film
(MTF), conforme a Figura 1B, visando facilitar a comercializacdo de microdispositivos, principalmente pela
reprodutibilidade dos resultados das analises nessas plataformas. Para isso, usaram um design que permite
maltiplos ensaios de contracdo simultdneos. Também desenvolveram um método semi-automatico de producéo
de microdispositivos, usando um laser para criar um padrdo onde as células sdo cultivadas. Além disso,
adicionaram recursos ao microdispositivo, como uma tampa transparente de policarbonato, um fundo de aluminio,
para controle de temperatura e eletrodos para estimular o tecido formado por impulsos elétricos.

Os dispositivos vessel-on-a-chip reproduzem o microambiente de vasos sanguineos de forma dinamica.
Nie et al. (2018) apresentaram um modelo que usa um hidrogel de gelatina e GelMA, moldado sob duas metades
de um padrdo que formam um canal. Esse processo € mais automatizado e reprodutivel. O tecido formado foi
cultivado com células HUVECs (do inglés Human Umbilical Vein Endothelial Cells) nas paredes dos canais,
mostrando a biocompatibilidade do hidrogel. O microdispositivo simulou condigdes patoldgicas com um fator de
necrose tumoral, demonstrando a capacidade de reproduzir caracteristicas de um vaso sanguineo em condi¢des
inflamatorias e saudaveis.

Este trabalho projeto teve como objetivo a analise de diferentes tecnologias vigentes aplicadas na
construcdo de organ-on-a-chip, além do desenvolvimento de um dispositivo do tipo vessel-on-a-chip. Para isso,
foram propostos os seguintes objetivos especificos: (i) analisar o histérico, a funcionalidade e a estrutura de trés
tipos de organ-on-a-chip: lung-on-a-chip, heart-on-a-chip e vessel-on-a-chip; (ii) identificar caréncias e
oportunidades que podem ser atendidas com os microdispositivos; (iii) aplicar uma técnica rapida e de baixo custo
para a formacdo de microcanais no microdispositivo; e (iv) selecionar a melhor composicdo de hidrogéis para a
estrutura do microdispositivo.

2. MATERIAIS E METODOS

Para mapear as tendéncias de desenvolvimento de tecnologias de microdispositivos do tipo organ-on-a-
chip, foram consultadas plataformas que contém bases de dados de informag@es bibliograficas, tais como Web of
Science, Scopus e Google Scholar. Nessas plataformas, foram selecionados artigos académicos, trabalhos de
estado da arte e protocolos que utilizaram as palavras-chave “lung-on-a-chip”, “heart-on-a-chip”, “vessel-on-a-
chip”, “organ-on-a-chip” e “microfluidics”. As informag¢des-chave extraidas dos artigos foram organizadas em
catalogos, para facilitar a analise das tendéncias e das lacunas na area.

O método de construcdo para desenvolvimento do vessel-on-a-chip, baseou-se no trabalho de Kim et al.
(2015), em que microagulhas foram utilizadas para moldar microcanais em uma matriz de hidrogel. Neste projeto,
um molde previamente utilizado no grupo de pesquisa foi produzido via impressdo 3D (SETHI3D, Campinas-
SP, Brasil) com o apoio do Laboratdrio de Microfabricacdo (CNPEM) e utilizado para cura do PDMS (The
Sylgard® 184 Silicone Elastomer Kit, Dow Corning). Para isso, inicialmente o molde foi colado em I&mina de
vidro (Perfecta, Sdo Paulo, Brasil), agulhas 18G (BD PrecisionGlide, New Jersey, EUA) foram posicionadas nas
aberturas laterais e PDMS foi adicionado até que toda regido do dispositivo fosse preenchida. O dispositivo foi
entdo submetido a um sistema de vacuo por 20 min, para remog¢do completa de bolhas de ar e, entdo, levado a
estufa para cura do polimero a 60 °C por 3 h. Ap6s a cura do PDMS, as agulhas foram cuidadosamente retiradas
e o dispositivo foi desmoldado. Por fim, com o auxilio de equipamento de descarga de corona (Electro-Technic
Products, Chicago, USA), o dispositivo produzido foi selado em l1dmina de vidro. Para a construcdo dos canais
em hidrogel, as agulhas foram inseridas novamente no molde de PDMS, e o hidrogel foi adicionado na cavidade
central. Apos a gelificacdo, as agulhas foram retiradas, moldando os canais no hidrogel, conforme a Figura 2A.
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Figura 2: (A) Estrutura de PDMS finalizada, com a cavidade central e as entradas ara as agulhas; (B)
montagem do microdispositivo com as agulhas no estereoscopio para operacao do microdispositivo; e (C).
captura feita pelo estereoscopio dos microcanais na matriz de GelMA e das agulhas posicionadas.

O hidrogel utilizado nesse trabalho foi a GeIMA, material sinterizado previamente pelo grupo de pesquisa
de acordo com o protocolo apresentado por Loessner et al. (2016). A GelMA foi dissolvida em tampéo fosfato
1X (PBS, LABORCLIN, Pinhais-PR, Brasil) nas concentra¢es de 10, 15 e 20 % (m/v), e gelificada pela
exposicdo a luz UV de 365 nm (Sterilight, intensidade de 0,02 mW.cm2). A caracterizagdo da GelMA foi feita
por ensaios de sinérese, intumescimento e compressao. A sinérese, caracterizada pela quantidade de dgua perdida
pelo gel durante o processo de gelificacdo, foi determinada pela diferenca de massa da GelMA antes e apds a
gelificacdo, conforme a Equagdo (1). O intumescimento, capacidade do gel em aumentar o seu volume na
presenca do seu solvente, foi determinado pela diferenca de massa da GelMA gelificada antes e ap6s a incubagédo
em PBS 1X a 37 °C, conforme a Equacdo (2). A compressdo foi realizada em um texturémetro (TA.XT plusC
Texture Analyser, Stable Micro Systems, Godalming, Inglaterra) e o0 modulo de compressdo, em N, foi obtido
para cada amostra. Este Gltimo corresponde a tensdo maxima suportada pelo material antes da sua ruptura e ele
foi obtido graficamente a partir de uma curva de tenséo, em N, em funcéo do deslocamento, em mm, registrada
pelo equipamento. Esse parametro foi determinado com o objetivo de avaliar a resposta das amostras de GelMA
quando estas sdo submetidas a forcas de compresséo.

Myiguido — M
Sinérese (%) = —124de el 5 1000 @
mliquido
Intumescimento (%) = —zh  imiedal » 1009 @)
Minicial

Apoés a caracterizacdo do material e escolhida a melhor concentragdo, a GelMA foi adicionada ao
dispositivo. Para isso, as agulhas foram inseridas novamente e retiradas apos a reticulagéo do hidrogel via UV. A
Figura 2C ilustra o hidrogel no interior da cavidade central, com as agulhas posicionadas, nas entradas e saidas,
para operacao. O dispositivo foi operado sob fluxo continuo de duas solugdes, uma PBS 1X e de corante em PBS,
com objetivo de avaliar a difusdo do corante através do hidrogel. Para isso, foi utilizado uma bomba seringa (PHD
Ultra Harvard, Massachusetts, EUA) com seringas de vidro (Hamilton Company, Nevada, EUA) de 500 uL, e a
difusdo do corante ao longo do tempo foi registrada por fotos, capturadas utilizando estereoscépio (Bel Photonics,
Italia). A Figura 2B representa a montagem do microdispositivo, assim como das agulhas, no estereoscépio, para
visualizacdo da difusdo do corante na matriz de GelMA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A revisdo bibliografica indicou que os organ-on-a-chip abordados neste trabalho apresentam a tendéncia
de automatizar e simplificar o processo de produg&o, utilizando técnicas de impressdo 3D. Essas técnicas reduzem
0 custo, o tempo e a complexidade da construcdo dos microdispositivos. Outra tendéncia observada foi o uso de
hidrogeis na estrutura dos microdispositivos, inclusive em modelos totalmente baseados em hidrogeis. O objetivo
dessa abordagem é reproduzir melhor os aspectos morfofisiolégicos do microambiente em estudo, através da
utilizacdo de hidrogéis que se assemelhem a matriz extracelular.

Da caracterizacdo do hidrogel, a sinérese e o intumescimento da GelMA refletem suas propriedades
mecanicas: quanto mais resistente for o gel, menos &gua ele perde na gelificacdo (baixa sinérese) e mais agua ele
absorve em ambiente aquoso (alto intumescimento). A sinérese é representada pela porcentagem de agua que o
gel perde durante a reticulacdo das cadeias poliméricas. Quanto menor a concentracdo de GelMA, maior a
sinérese, uma vez que ha uma maior quantidade de solvente em excesso interpenetrado na rede polimérica. Quanto
maior a concentracdo de GelMA, maior as propriedades mecéanicas do gel e menor a sinérese. Esse
comportamento é refletido na Figura 3A, em que a sinérese média das amostras de GelMA 10% é maior que
aquelas das amostras de 20% (62 + 4% e 23 + 6% para GelMA 10% e GelMA 20% respectivamente). A sinérese
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e as propriedades mecanicas do gel podem variar com o tempo de exposi¢do e intensidade da luz UV, podendo
ser uma das fontes do desvio padréo elevado nos resultados.
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Figura 3: Resultados dos testes de caracterizacdo feitos nos géis de GelMA a concentragdes de 10%, 15% e
20%. (A) Teste de sinérese; (B) Teste de intumescimento; e (C) Mddulo de compressao.

=

Jé& a respeito do intumescimento, que mede a absor¢éo de solvente pelo gel em um ambiente saturado, 0s
resultados presentes na Figura 3B mostram que todas as amostras perderam massa. Para a GelMA, esse resultado
pode ser justificado pela temperatura utilizada para essa andlise (37 °C), uma vez que durante a reacdo de
metacrilacdo da gelatina em GelMA, parte das cadeias ndo sdo substituidas por grupos metacrilatos, mantendo
parcialmente a caracteristica termo-reversivel da gelatina, que quando submetida a temperaturas superios a 30 °C,
revertem a reticulagdo, eliminando solvente interpenetrado na cadeia (SHIE et al., 2020). Esperava-se que a perda
de agua fosse maior com menor concentragdo de GelMA, mas as amostras de 10% perderam menos agua do que
as de 15% e 20% (16 + 8%,43 £ 14% e 40 + 4% para GelMA 10%, 15% e 20% respectivamente). O gel de 15%
também obteve o maior desvio padrdo. Esses resultados podem ser associados a erros experimentais, como quebra
do gel ou presenca de PBS na pesagem.

Com relagdo a analise de textura, foi estudado a resisténcia do gel a compressao e a forca que o gel resiste
antes de romper. A Figura 3C apresenta os valores do modulo de compressao para cada concentragdo de GelMA:
10% (3,25 + 0,69 N), 15% (17,44 + 4,28 N) e 20% (23,72 £ 16,11 N). O modulo de compressdo pode ser
relacionado com a concentracdo do gel, onde quanto maiora concentracdo de GelMA, maior o0 mddulo de
compressdo, pois as cadeias poliméricas se entrelagam mais e reforcam as propriedades mecénicas do gel
(KOPAC; RUCIGAJ; KRAINC, 2020).

A difusdo do corante na GelMA foi testada em trés concentracdes (10%, 15% e 20%). Esperava-se que a
difusdo fosse menor com maior concentragdo, mas a sinérese e a baixa adeséo do hidrogel ao PDMS causaram
vazamento da solugdo de corante nas concentragdes menores que 20%. 1sso mostra a necessidade de tratar o
PDMS para torna-lo mais hidrofilico e aumentar a adesao do hidrogel (HU et al., 2020). A difusao foi analisada
apenas na concentracdo de 20%, observada na Figura 4. Fotos do microdispositivo foram tiradas a cada trés
minutos para medir a difusdo. Apo6s 45 minutos, visualmente ndo foi possivel observar diferengas do corante nas
imagens capturadas, indicando a saturagéo do gel.

Figura 4: Mapeamento do processo de difuséo de corante através da GelMA com concentracdo de 20% apos
(A) 0 min; (B) 15 min; (C) 30 min; (D) 45 min; e (E) 60 min.
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4. CONCLUSAO

Os microdispositivos do tipo organ-on-a-chip sdo relevantes para a engenharia biomédica, especialmente
para o desenvolvimento de novos farmacos. Neste trabalho, foi construido um vessel-on-a-chip com microcanais
moldados em GelMA para simular capilares sanguineos e estudar a difusédo de corante. Essa técnica foi escolhida
pela simplicidade e pelo custo-beneficio, além da versatilidade e adaptabilidade. O dispositivo foi construido e
operado com éxito, permitindo a observacédo da transferéncia difusiva de corante pelo hidrogel.

O GelMA com alta concentracdo foi o hidrogel escolhido, por apresentar melhores propriedades
mecanicas. Esse resultado é refletido na menor sinérese e no maior médulo de compressibilidade que as outras
concentragdes. O microdispositivo de hidrogéis com concentragdo abaixo de 20% teve problemas, pois o gel se
soltava da estrutura de PDMS ao remover as agulhas. A concentracdo acima de 20% possibilitou a operagdo, mas
precisa ser avaliada quanto a viabilidade do cultivo celular.

O descolamento do hidrogel da estrutura de PDMS pode ser atribuido a alta hidrofobicidade do PDMS.
O hidrogel se descolou ao retirar as agulhas, mas ndo afetou a estrutura dos microcanais. Esse fendmeno pode ter
causado erros nos ensaios de difusdo. Para evitar isso, recomenda-se um tratamento na superficie do PDMS para
torna-la mais hidrofilica.
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