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RESUMO 

O osteossarcoma (OSA) é a neoplasia óssea primária mais comum em cães de grande porte, 

caracterizada por alta agressividade e elevada taxa de metástase pulmonar. Este estudo teve 

como objetivo desenvolver um chip microfluídico em PDMS para o cultivo de células de OSA 

canino, avaliando viabilidade celular e os e parâmetros operacionais. Foram projetados e 

fabricados diferentes protótipos, mas os testes indicaram baixa adesão e ausência de expansão 

celular no chip, em contraste com a cultura convencional. As limitações observadas estão 

relacionadas às propriedades físico-químicas do PDMS, como a alta hidrofobicidade e a 

rugosidade não otimizada, que dificultam a interação célula-superfície. Estratégias, como 

tratamentos de superfície e o uso de biomateriais alternativos, como hidrogéis, são apontadas 

como soluções promissoras para mimetizar a matriz extracelular e melhorar a funcionalidade 

dos dispositivos. Contudo, é necessário padronizar processos, avaliar as técnicas utilizadas e 

realizar replicações experimentais para garantir a consistência e a confiabilidade dos resultados. 

Em síntese, a integração entre design estrutural, modificação físico-química e escolha adequada 

de biomateriais é essencial para consolidar a tecnologia “Organ-on-Chip” como ferramenta 

translacional em pesquisas oncológicas, com potencial para estudos de metástase e 

desenvolvimento de terapias direcionadas. 

 

Palavras-chave: Osteossarcoma canino; “Organ-on-Chip”; PDMS, Adesão Celular.  
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ABSTRACT 

Osteosarcoma (OSA) is the most common primary bone neoplasm in large-breed dogs, 

characterized by high aggressiveness and a significant rate of pulmonary metastasis. This study 

aimed to develop a PDMS-based chip for culturing canine OSA cells, assessing cell viability, 

and operational parameters. Several prototypes were designed and fabricated, but tests revealed 

poor adhesion and a lack of cell expansion within the chip, in contrast to conventional culture 

conditions. The limitations observed are linked to the physicochemical properties of PDMS, 

such as high hydrophobicity and non-optimized roughness, which hinder cell-surface 

interactions. Strategies such as surface treatments and the use of alternative materials, such as 

hydrogels, are considered promising for mimicking the extracellular matrix and improving 

device functionality. However, standardization of processes, evaluation of applied techniques, 

and experimental replication are essential to ensure consistency and reliability of results. In 

summary, integrating structural design, chemical modification, and appropriate material 

selection is crucial to establishing “Organ-on-Chip” technology as a translational tool in 

oncology research, with potential applications in metastasis studies and targeted therapy 

development. 

 

Keywords: Canine osteosarcoma; “Organ-on-Chip”; PDMS; Cell adhesion. 
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1. Introdução 

O osteossarcoma (OSA) é a neoplasia óssea primaria mais comum em cães de grande 

porte, com pico de incidência entre 5 e 9 anos. Por ser altamente agressiva, aproximadamente 

80% dos casos são tumores malignos e 90% das metástases ocorrem no pulmão. Essa neoplasia 

apresenta um comportamento altamente agressivo e alta taxa de mortalidade, mesmo diante dos 

avanços terapêuticos. A amputação continua sendo o tratamento mais indicado, porém não 

garante sobrevida prolongada (Kim et al., 2016; Morello et al., 2011). 

Existem semelhanças clínicas e biológicas significativas entre o OSA canino e humano, 

o que posiciona o modelo canino como essencial para a patologia comparada (Fenger et al., 

2020). Em ambas as espécies, este tumor se destaca pela rápida progressão, frequentemente 

desenvolvida de metástases e prognóstico reservado (Morello et al., 2021, Romanucci et al., 

2023).  

A reprodução fidedigna do microambiente tumoral (TME) em modelos convencionais 

de cultura celular 2D e ensaios pré-clínicos apresenta bastante desafios, limitando a 

compreensão da complexidade das interações celulares. Para superar essas limitações, a 

tecnologia de “Organ-on-Chip” (OoC) surge como uma alternativa promissora. Esses 

dispositivos simulam microambientes tridimensionais sob condições controladas, fornecendo 

uma plataforma tridimensional in vitro semelhante ao organismo de um ser vivo, porém, 

permitindo o controle de diversos parâmetros físico-químicos e biológicos, simulando as 

condições fisiológicas naturais (Regmi et al., 2022; Yu et al., 2023).   

Essa precisão no controle ambiental possibilita a recriação de parâmetros físico-

químicos e biológicos essenciais, fornecendo uma plataforma in vitro superior para o estudo 

realista de interações celulares e a replicação do microambiente tumoral (Regmi et al., 2022; 

Yu et al., 2023). A evolução dessa tecnologia teve um marco inicial em 2004, com a 

demonstração de um sistema análogo de cultura de células (CCA) que mostrava a interação 

sistêmica entre o pulmão e o fígado em um chip de silício que tinha aproximadamente 6,5 cm² 

(Zhang et al., 2018). 

Desde então, o campo avançou rapidamente, e em 2010 o termo “Organ-on-Chip” foi 

inventado (Zhang et al., 2018) e vários modelos de dispositivos microfluídos foram 

desenvolvidos e testados, imitando as mais diferentes funções biológicas do corpo humano por 

meio do cultivo de células de vasos sanguíneos, músculos, ossos, fígado, cérebro, entre outros 

(Zhang et al., 2018). 
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O principal foco do OoC é a simulação de três aspectos-chave da fisiologia: interfaces 

teciduais multicelulares, organização celular em nível de órgão e interações sistêmicas entre 

múltiplos órgãos (Zhang et al., 2018). O design desses chips, que incorpora fluxos controlados, 

gradientes de concentração estáveis e estímulos mecânicos dinâmicos, amplia as possibilidades 

de estudo. Esses sistemas integram múltiplos canais, câmaras e membranas, permitindo a 

avaliação de processos como a administração de fármacos, a toxicologia e as respostas 

imunológicas. Avanços recentes incluem plataformas multiorgânicas em um único chip, 

viabilizando o estudo das interações intertecido com menor interferência experimental e maior 

aplicabilidade translacional (Sharma et al.; Farhang et al., 2024). 

Nesse panorama, adaptações dessa tecnologia para modelos tumorais têm mostrado 

grande potencial em reproduzir gradientes químicos e interações dinâmicas entre células 

tumorais e imunológicas (Ashammakhi et al., 2020; Avula & Grodzinski, 2024). Essa aplicação 

é extremamente importante para o OSA, no qual estudos indicam que células do sistema imune, 

como os neutrófilos, desempenham um papel paradoxal na progressão da doença (Yu et al., 

2023). Portanto, um modelo experimental, como o OoC, que capture essa complexidade é 

crucial para avanços terapêuticos, uma vez que possibilita a avaliação de fármacos até respostas 

imunológicas (Sharma et al., Farhang et al., 2024). 

As interações entre o osteossarcoma e o sistema imunológico, especialmente com 

neutrófilos, têm sido reconhecidas como elementos centrais na modulação da invasividade 

tumoral e na formação de metástases (Axiak-Bechtel et al., 2019; Tang et al., 2024). 

Compreender essas dinâmicas celulares em um ambiente tridimensional pode fornecer 

informações cruciais para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas que combatam 

a progressão tumoral e melhorem os desfechos clínicos.  

A aplicação de tecnologias como o “Organ-on-Chip” representa uma abordagem 

inovadora para simular as condições do microambiente tumoral de forma controlada e 

reprodutível (Ashammakhi et al., 2020; Xu et al., 2024). Além disso, os dados gerados de OSA 

em OoC carregam um potencial translacional dadas as notáveis semelhanças clinicopatológicas 

entre a doença canina e humana.  

Essas descobertas podem ser utilizadas para desenvolver novas técnicas para retardar a 

metástase e melhorar a sobrevida de cães e serve como um modelo pré-clínico mais elaborado 

na oncologia humana. Portanto, essa abordagem oferece uma plataforma poderosa para avançar 

no combate a uma neoplasia notoriamente agressiva e desafiadora em ambas as espécies, sendo 

uma grande vantagem na medicina translacional. 
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2. Objetivos  

Esse trabalho teve como objetivo desenvolver um modelo microfluídico baseado em 

“Organ-on-Chip” para o cultivo de células de osteossarcoma canino, permitindo compreender 

as complexas interações entre o osteossarcoma e o sistema imunológico.   

 

2.1. Objetivos Específicos  

1. Projetar a arquitetura do chip microfluídrico com microcanais e câmaras celulares 

utilizando o software Autodesk Fusion 360. 

2. Produzir um molde mestre utilizando impressão 3D (DPL- Digital Liquid Printing) para 

replicação do chip em PDMS. 

3. Fabricar o chip em PDMS, garantindo a remoção de bolhas e a cura adequada do 

polímero. 

4. Realizar tratamentos de ativação superficial (plasma de oxigênio e luz UV) para 

promover adesão entre PDMS e vidro. 

5. Estabelecer protocolo de cultivo celular no chip, com avaliação da viabilidade e 

migração das células tumorais. 

 

3. Materiais e Métodos 

3.1. Materiais 

3.1.1. Origem das células tumorais e autenticação 

As células de osteossarcoma canino foram obtidas do repositório de células do 

Laboratório de Patologia Investigativa e Comparada da FMVZ-UNESP. Para garantir sua 

identidade e pureza, estas células foram previamente autenticadas por meio de 

imunohistoquímica e PCR. Além disso, sua caracterização fenotípica incluiu avaliação da 

expressão de proteínas específicas, como vimentina, citoqueratina, osteocalcina, e 

osteopontina, utilizando citometria de fluxo (FACS). 

 

3.1.2. Criopreservação dos cultivos primários  

Para criopreservação deste cultivo primário, efetuou-se procedimento de tripsinização 

das células em cultivo, a contagem e posteriormente ajustado o número de 2x106 células por 

mL. Em seguida, utilizando solução com 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma C 6164), 
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20% SFB e 70% de DMEM alta glicose com penicilina, estreptomicina e anfotericina-B. O 

material obtido foi distribuído homogeneamente e acondicionado em criotubos (Sarstedt 

72.694.006), repousados por 24h em Freezer -80° C. Em seguida colocados e mantidos em 

botijão criogênico em nitrogênio líquido (-196°C).  

 

3.2. Métodos 

3.2.1. Cultivo das células de OSA 

As células foram ressuspensas em meio de cultura Canine Endothelial Cell Media (Cell 

Applications, San Diego, CA, EUA), mais 20% de soro fetal bovino (FBS) (Sigma Aldrich, 

Missouri, EUA) e 1% de antibiótico (penicilina e estreptomicina) e gentamicina (anfoterapia 

micótica) (B) (GBICO, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e cultivada em 25 cm2 flasks 

(SPL Life Sciences, Pocheon-si, Coréia). As células foram expandidas para passagens 

subsequentes, e as células de diferentes passagens foram armazenadas em nitrogênio líquido. 

 

3.2.2. Projeto do chip 

O design do chip microfluídrico foi realizado utilizando a plataforma online Autodesk 

Fusion 360®, permitindo a modelagem precisa da arquitetura do dispositivo (Figura 1). A 

estrutura inclui microcanais e compartimentos específicos para o cultivo de células de 

osteossarcoma canino (Figura 2 , 3, 4 e 5).  

 

Figura 1: Design 2D do projeto do chip microfluídico. 

 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 2: Design 3D do molde do chip microfluídrico em vista ortogonal. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Figura 3: Design 3D do molde dos microcanais em vista ortogonal. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Figura 4: Design 3D do chip microfluídrico em vista ortogonal. 

 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 5: Design 3D do chip em corte de inspeção para visualização das câmaras. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Finalizada a etapa de design, realizou-se a fabricação do molde mestre por meio de 

impressão 3D , utilizando a tecnologia SLA (Estereolitografia) ou DLP (Processamento Digital 

de Luz), devido à sua alta resolução e capacidade de reproduzir detalhes finos nos microcanais. 

Para esse processo, foi empregada uma impressora de alta precisão e resina especializada em 

microfluídica (Figura 6).  

 

Figura 6: Máquina de impressão 3D utilizada para imprimir os moldes. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Após a impressão, o molde passou por um pós-processamento que inclui lavagem com 

álcool isopropílico e cura com luz UV para garantir a estabilidade estrutural (Figura 7). 
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      Figura 7: Equipamento utilizado para cura UV. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

A próxima etapa foi a fabricação do chip microfluídico com a modelagem em PDMS 

(Polidimetilsiloxano) (Figura 8). A mistura de PDMS, com seu agente reticulante, foi preparada 

em uma proporção adequada, seguida de uma homogeneização para evitar a formação de 

bolhas. Em seguida, a mistura foi vertida sobre o molde mestre e submetida a vácuo em uma 

câmara desgaseificadora (Figura 9), a fim de eliminar bolhas de ar aprisionadas no polímero. 

Posteriormente, o PDMS foi curado em uma estufa a 60° C por pelo menos 2 horas, assegurando 

sua completa solidificação. 

Figura 8: PDMS e agente reticulante. 

,  
Fonte: Próprio autor. 
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        Figura 9: Câmara desgaseificadora. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Após a polimerização, o chip foi desmoldado e submetido a um processo de ativação 

superficial em uma câmara de plasma de ozônio (Figura 10), o que permitiu melhorar a adesão 

entre o PDMS e a lâmina de vidro. Além disso, foi aplicado um tratamento adicional com luz 

UV para otimizar a funcionalidade do sistema microfluídico. 

 

Figura 10: Câmara de plasma de ozônio. 

 
Fonte: Próprio autor. 
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3.2.3. Cultivo celular no chip 

Na fase experimental, o chip passou por um processo de esterilização e foi submetido a 

o meio de cultura antes da semeadura de células de osteossarcoma canino. Foram estabelecidas 

condições controladas de fluxo para avaliar a migração celular, em resposta a diferentes 

estímulos. Finalmente, a viabilidade celular e o comportamento migratório das células dentro 

do chip foram analisados foram analisados por meio de técnicas de microscopia. 

Para a padronização do cultivo, foi avaliada a quantidade ideal de células de 

osteossarcoma canino a serem semeadas no chip microfluídico, garantindo condições 

adequadas para os experimentos de migração celular. Foram testadas em um volume de 200 µL 

com concentrações distintas de células de osteossarcoma (2 × 10⁴, 5 × 10⁴ e 10 × 10⁴ células 

por chip). 

Acompanhamentos periódicos foram realizados para determinar o tempo ideal de 

adesão e proliferação das células tumorais, bem como a melhor estratégia para a troca do meio 

de cultura. A viabilidade celular será avaliada em diferentes pontos temporais utilizando 

técnicas de coloração vital e microscopia. Esse processo permitirá estabelecer com precisão os 

parâmetros experimentais mais adequados para a próxima fase do estudo. 

 

4. Resultados 

4.1. Simulação e resultado do chip 

O primeiro molde do chip microfluídrico (Figura 11), simulado e impresso, apresentava 

4,5ml de volume e duas câmaras, uma interna e outra externa, sendo a interna com microcanais 

de 0,5mm. O molde passou pelo processo de impressão, lavagem e cura com a luz UV.  

Figura 11: Primeiro modelo de chip. 

 
Fonte: Próprio Autor. 
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A etapa seguinte foi a fabricação do chip em PDMS, utilizando uma proporção de 90% 

de silicone e 10% de agente curador. No entanto, após 48h na estufa, o chip se rompeu no 

processo de desenformar (Figura 12), devido à pressão entre os microcanais, o que 

comprometeu a estrutura.  

Figura 12: Chips após desenformar. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 Diante da falha apresentada no primeiro protótipo, foi necessário realizar ajustes e 

modificações para nova impressão. O segundo molde (Figura 13) manteve a mesma estrutura 

do primeiro com duas câmaras, porém com um aumento de 0,5mm na largura dos microcanais, 

visando a redução da pressão na hora de desenformar. Essas alterações fizeram com que o molde 

ficasse com 5,2ml de volume e o chip foi fabricado também com PDMS, porém com uma 

proporção de 85% de silicone e 15% de agente curador.  

 

Figura 13: Molde do segundo chip. 

 
Fonte: Próprio autor. 
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O terceiro molde (Figura 14) foi feito sem a câmara interna com o objetivo de evitar os 

problemas estruturais. O resultado foi um volume de 5ml e fabricado nas mesmas proporções 

de materiais que o segundo. 

Figura 14: Terceiro molde do chip. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

Ao desenformar, o segundo chip apresentou o mesmo problema do primeiro, mesmo 

com o ajuste de tamanho dos microcanais, o que impossibilitou sua utilização e, 

consequentemente, a avaliação da migração celular. Já no terceiro modelo, foram produzidos 

três chips, porém dois apresentaram rasgos laterais ao desenformar devido ao espaço reduzido 

para inserção da pinça. Apenas um chip se manteve íntegro para ser utilizado nos testes da 

cultura celular. Nesse chip, utilizou-se a concentração de 10x104 células, conforme planejado 

para análise de viabilidade, não sendo possível os ensaios realizados com a quantidade de 2x104 

e 5x104. 

 

4.2. Cultura celular no chip 

Após a obtenção do chip que permaneceu intacto, foi realizada a cultura celular para 

avaliação a adesão e viabilidade das células de osteossarcoma canino no dispositivo 

microfluídrico. A concentração de células utilizadas foi de 10x104, em um volume de 200 µL 

de meio de cultura celular, incubadas à 38°C.  
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Figura 15: Células de osteossarcoma canino viáveis. 

 
Fonte: Próprio autor.  

 

As avaliações realizadas foram nos tempos 0h (T0), 4h (T1), 8h (T2) e 24h (T3) por 

meio de avaliação microscópica para verificar a adesão e expansão celular.  

Durante o acompanhamento foi possível observar no tempo T0 (Figura 16) que as 

células aparentavam estar viáveis e distribuídas pelo meio.  

 

 

Figura 16: Células no chip em T0. 

 
Fonte: Próprio autor. 

Em T1 (Figura 17), as células começaram a se agrupar nas ranhuras do PDMS, sem 

aderência uniforme. 
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Figura 17: Células no chip em T1. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

 No segundo tempo (T2) (Figura 18 A), havia um número muito reduzido de células 

aderidas, quando comparada com as células da cultura celular convencional (Figura 18 B) 

enquanto a maior parte estava solta, com sinais de morte celular. 

 

Figura 18: Comparação das células no chip (A) com as células da garrafa (B), em T2. 

 
(A)                                                                              (B) 

Fonte: Próprio autor. 

 

No último tempo apresentado (T3) (Figura 19 A), após verificar que realmente não 

houve adesão e expansão celular, enquanto as células da garrafa de cultura estavam em 

expansão (Figura 19 B) foi realizado o teste de viabilidade com Azul de Tripan (Figura 20), 

confirmando a ausência de células viáveis no chip.  
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Figura 19: Comparação das células no chip (A) com as células da garrafa (B), em T3. 

 
(A)                                                                   (B) 

Fonte: Próprio autor. 

 

 

Figura 20: Teste com Azul de Tripan para verificar a viabilidade das células após 24h. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 

5. Discussão 

Os resultados obtidos demonstram que, mesmo com uma otimização no design, outros 

fatores ainda interfeririam no processo. Esse resultado se põe ao visualizado na cultura 

convencional, onde as células de osteossarcoma, nas mesmas condições de incubação e tempo, 

apresentam adesão e expansão. Algumas características físico-químicas do PDMS, implicam 

uma alta dificuldade de fixação celular no chip (Da Silveira et al., 2020; Majhy et al., 2021).  
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Essas características influenciam diretamente a interação célula-superfície. A alta 

hidrofobicidade do PDMS permite com que ele tenha uma baixa energia superficial, ou seja, 

pouca capacidade de formar ligações com moléculas polares, como a água e as proteínas da 

matriz extracelular. Sem essas ligações, a água é repelida. Assim não é possível a absorção das 

proteínas da matriz extracelular fazendo com que as células não encontrem pontos de 

ancoragem e adesão (Da Silveira et al., 2020; Majhy et al., 2021). 

Da mesma forma, a rugosidade presente no material, afeta a fixação e proliferação celular. 

A membrana celular tende a penetrar nos sulcos ou irregularidades para aumentar a área de 

contato, porém, quando essas rugosidades não são planejadas, acabam influenciando 

negativamente a adesão celular. Quando as rugosidades estão em muita quantidade, a área de 

contato entre em uma célula e outra é afetada, comprometendo a adesão, sinalização, 

espalhamento, migração e proliferação celular (Majhy et al., 2021). 

Jyotsana et al. apresentam uma opção para superar os desafios das propriedades físico-

químicas, como, por exemplo, tratamento com plasma de oxigênio, seguido de recobrimento 

com colágeno ou fibronectina, que são amplamente utilizados para aumentar a hidrofobicidade 

e promover adesão celular (Jyotsana et al., 2020).  

A tecnologia “Organ-on-Chip” tem sido tradicionalmente baseada em PDMS devido à sua 

transparência, facilidade de fabricação e compatibilidade com microfluídica. No entanto, para 

superar as limitações apresentadas, pesquisas recentes têm explorado polímeros híbridos e 

biomateriais que mimetizam a matriz extracelular, oferecendo uma alternativa promissora para 

aprimorar a funcionalidade dos chips. 

Dado esse cenário, várias alternativas ao PDMS vêm sendo exploradas, uma delas é a 

utilização de hidrogéis como matriz ou como componente funcional em microcanais. Akther et 

al. mostram em seu trabalho que hidrogéis, pela sua alta taxa de hidratação e rede porosa, podem 

imitar de forma mais fiel a matriz extracelular de tecidos humanos, oferecendo suporte para 

cultura 3D, perfusão e microambientes controlados (Akther et al., 2020). 

O estudo também cita que os hidrogéis podem reduzir o impacto negativo de usar apenas 

plataformas rígidas ou inertes, oferecendo porosidade ajustável, elasticidade próxima à de 

tecidos moles e pontos de enlace para adesão celular. Porém, os hidrogéis possuem menor 

estabilidade mecânica, maior complexidade de integração microfluídrica e possíveis desafios 

de selagem (Akther et al., 2020). 

Apesar do potencial, este estudo apresenta limitações importantes: o número reduzido de 

dispositivos funcionais, a ausência de testes com diferentes tratamentos de superfície e a falta 
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de replicação experimental. Como próximos passos, faz-se necessário a padronização do 

processo de fabricação, implementação de estratégias de funcionalização e avaliação de 

parâmetros como fluxo e gradientes químicos, visando maior fidelidade ao microambiente 

tumoral. 

Em síntese, os resultados reforçam que a funcionalidade do chip depende não apenas do 

design estrutural, mas também da modificação físico-química do PDMS. Avanços recentes 

indicam que a integração dessas estratégias é viável e necessária para consolidar o uso de 

dispositivos microfluídricos em pesquisas oncológicas, oferecendo uma alternativa inovadora 

e promissora para estudos de metástase e desenvolvimento de terapias direcionadas. 

 

6. Conclusão 

Esse estudo demonstrou uma baixa adesão e viabilidade celular no chip microfluídico, 

porém não é possível estabelecer uma causa definitiva para o problema. A falta de replicação, 

o design estrutural ou as propriedades físico-químicas do PDMS, como alta hidrofobicidade e 

baixa energia superficial, que dificultam a formação de pontos de ancoragem. Além disso, a 

rugosidade não planejada comprometeu processos essenciais como adesão, migração e 

proliferação celular. 

Esses resultados reforçam que, para tornar a tecnologia “Organ-on-Chip” aplicável em 

pesquisas oncológicas, é necessário a implementação de estratégias que melhorem a interação 

célula-superfície, ajuste no design do molde, modificação química, proporção do PDMS e 

escolha adequada de biomateriais. No entanto, essas abordagens apresentam desafios técnicos 

que exigem padronização e otimização. 

Estudos futuros devem incluir replicações experimentais, testes comparativos com 

diferentes materiais e avaliação de parâmetros, garantindo maior consistência e 

reprodutibilidade dos resultados. A implementação dessas estratégias permitirá desenvolver 

dispositivos mais representativos do microambiente tumoral, ampliando sua aplicabilidade em 

estudos de metástase, na triagem de fármacos e no desenvolvimento de terapias direcionadas, 

consolidando o potencial translacional da tecnologia “Organ-on-Chip”. 
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