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RESUMO

A tecnologia Organ-on-a-chip (OoC) consiste em dispositivos microfluidicos
para cultura de células que se assemelham a tecidos ou 6rgdos em um nivel
fisioldgico.Essa tecnologia tem apresentado um panorama promissor em diversas
areas, especialmente na engenharia de tecidos, com énfase particular em pesquisas
de bioengenharia e engenharia biomédica. Em comparagdo com modelos animais e
modelos de cultura de células 2D, o OoC permite a cultura de células e tecidos de
modo eficiente e fisiologicamente relevante, criando microambientes sob medida e
com integracdo de sensores e fontes de estimulos. O modelo “Bone-on-a-chip”
proposto, que reproduz um microambiente com caracteristicas-chave do tecido 6sseo
in vivo, tem como objetivo produzir o Organ-on-a-chip para o tecido 6sseo e investigar
a sua funcionalidade. Os chips foram fabricados através de tecnologia de impressao
3D e sdo compostos por um modelo retangular com espaco para trés pocos e seis
pocos destinados a trés e seis fatias de 0sso. A inclusdo de scaffolds biol6gicos no
chip, feitos de discos 6sseos bovinos, reproduz um microambiente deste tecido para
atividade metabdlica e celular, permitindo a observacdo de buracos biomiméticos
gerados apos a reabsorcdo 0ssea da matriz. ApOs a fabricacdo, foram realizados
testes para verificar a eficiéncia da introducédo de fluidos dentro do sistema. Por fim, o
intuito deste trabalho é produzir um Bone-on-a-chip funcional para futuras analises
celulares do papel dos osteoclastos na remodelacéo Gssea.

Palavras-chave: Organ-on-a-chip, Scaffold, Funcionalidade, Osteoclastos,

Remodelacdo Ossea



ABSTRACT

Organ-on-a-chip (OoC) technology consists of microfluidic devices for cell
culture that mimic tissues or organs at a physiological level. This technology has shown
promising prospects in various areas, especially in tissue engineering, with a particular
emphasis on bioengineering and biomedical engineering research. Compared to
animal models and 2D cell culture models, OoC allows for efficient and physiologically
relevant cell and tissue culture, creating tailored microenvironments with integrated
sensors and stimulus sources. The proposed "Bone-on-a-chip” model, which replicates
a microenvironment with key characteristics of in vivo bone tissue, aims to produce an
Organ-on-a-chip for bone tissue and investigate its functionality. The chips were
manufactured using 3D printing technology and consist of a rectangular model with
space for three wells and six wells intended for three and six bone slices. The inclusion
of biological scaffolds in the chip, made from bovine bone discs, replicates a
microenvironment of this tissue for metabolic and cellular activity, allowing the
observation of biomimetic holes generated after bone matrix resorption. After
manufacturing, tests were conducted to verify the efficiency of fluid introduction into
the system. Ultimately, the aim of this work is to produce a functional Bone-on-a-chip
for future cellular analyses of the role of osteoclasts in bone remodeling.

Keywords: Organ-on-a-chip, Scaffold, Functionality, Osteoclasts, Bone Remodeling
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1. INTRODUCAO

A tecnologia Organ-on-a-chip (Ooc: “dérgao-em-um-chip”) trata-se de um
recurso de pesquisa biomédica e farmacoldgica constituida por dispositivos de
microfluidica para cultura celular semelhante a tecidos e/ou 6rgaos a nivel fisioldgico
(KO et al., 2022). Este modelo vem se mostrando promissor nas Ultimas décadas para
0 cenario da medicina na area de engenharia de tecidos, biossensores, diagnéstico e
terapia e entrega de drogas, mas ganhou destague especial na bioengenharia e
pesquisa em engenharia biomédica (AZIZIPOUR et al., 2020). As limitacdes técnicas
das tecnologias atuais de desenvolvimento de medicamentos e culturas celulares
manifestam a necessidade da criagdo de um modelo que supere as dificuldades de
reproduzir os mecanismos fisiolégicos humanos in vitro (MASCHMEYER; KAKAVA,
2022). Embora seja uma tecnologia nova, ainda pouco estabelecida em laboratorios
de pesquisa ao redor do mundo e no Brasil, profissionais de diversas areas estédo
investindo esforcos, em nivel global, para o desenvolvimento e aplicacdo desta
tecnologia. (KO et al., 2022).

O Organ-on-a-chip € composto por redes de microcanais projetadas para
orientar e manipular volumes de solu¢des que variam de picolitros a mililitros, assim
como culturas celulares caracteristicas desse dominio (HARRISON et al., 1992;
MANZ; GRABER; WIDMER, 1990; WHITESIDES, 2006). Esse microambiente
condicionado, embora seja uma representacdo miniaturizada dos 6rgaos, demonstra
eficacia na mimetizagdo da fisiologia humana e suas doencas (LEUNG et al., 2022),
como ilustra a Figura 1 e a Figura 2. A tecnologia revela-se promissora, uma vez que
o desenvolvimento de medicamentos atualmente enfrenta desafios consideraveis em
termos de custo, velocidade e desgaste, demandando assim novos paradigmas e

ferramentas eficazes (LOW et al., 2021).
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Figura 1- llustracdo da tecnologia Organ-on-a-chip para mimetizar a funcdo e estrutura de 6rgaos
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Fonte: (PARK; GEORGESCU; HUH, 2019)

Figura 2- Representacdo grafica do desenvolvimento de 6rgdo em um chip para modelagem de
doencas e desenvolvimento de terapia para modelagem de precisdo
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Fonte: (SINGH et al., 2022)

O modelo animal, apesar de ter contribuido significativamente para o estudo da
fisiologia, de doencas e do desenvolvimento de medicamentos, ainda apresenta
guestionamentos quanto a extrapolacdo de dados para o0 organismo humano, fazendo
necessaria a criacdo de um modelo mais preditivo (HAY et al., 2014; SEOK et al.,
2013). Atualmente mais de 80% dos medicamentos experimentais falham nos testes
clinicos, sendo 60% destas falhas devido a falta de eficacia e outros 30% devido a
toxicidade. No desenvolvimento de possiveis medicamentos, os candidatos a
farmacos podem ser eliminados por falta de eficacia em animais ou pela descoberta
de perigos ou toxicidade nas cobaias que podem néo ser relevantes para os seres
humanos (WARING et al., 2015). Ou seja, a resposta que obtemos com o teste em

animais é incerta e nem sempre € relevante para o organismo humano.

12



O exemplar OoC apresenta caracteristicas interessantes em relacdo a
eficiéncia do estudo e alcance de resultados que preenchem lacunas dos modelos in
vivo e in vitro. O modelo OoC em sua conformacdo 3D possui a capacidade de
acomodar células ou tecidos que, juntamente com os microfluidos, promovem um
ambiente fisiologicamente significativo. Dentre os beneficios pode-se citar que os
chips microfluidicos sao projetados sob medida para cada sistema, ha um controle
preciso do seu microambiente, e também podem ser integrados com fontes de
estimulos e sensores, por exemplo como ilustra a Figura 3. O modelo animal, em
contrapartida, apresenta desafios na observacdo de fendmenos que ocorrem no
tecido profundo dos modelos (KO et al., 2022). Fato que tem causado a retirada de
medicamentos da fase clinica devido aos seus efeitos adversos (CONG et al., 2020).
Ainda, o uso de modelos animais levanta questionamentos éticos de organizacdes
como a People for the Ethical Treatment of Animal (PETA) (DANKU et al., 2022) e se
faz relevante a sua substituicdo (Figura 4).

Figura 3: Estimulos bioquimicos e biofisicos aplicados a modelos organ-on-a-chip
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Fonte: (KO et al., 2022)
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Figura 4- Diagrama esquematico que compara a relevancia fisiolégica de cada tipo de modelo utilizado

na pesquisa biomédica.
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Fonte: Autoria prépria, 2024

Tal como Russell e Burch (1959) descreveram a importancia dos “3Rs”
(substituicao, reducéo e refinamento), a substituicAo ganha grande destaque neste
projeto com a iniciativa de criar uma nova tecnologia que substitua os métodos de

ensaios clinicos atuais.

Tabela 1- Definicdo dos 3Rs

Definicdo padréo Definicdo contemporénea

Acelerar o desenvolvimento e a
utilizacé@o de ferramentas
relevantes para o ser humano,
baseadas nas tecnologias mais
recentes

Substituicdo Métodos ndo animais

Ndmero minimo de animais
consistente com os objetivos
cientificos

Reducéo

Experimentos com animais
adequadamente projetados e
considerados que sejam
robustos e reprodutiveis

Refinamento Dor, sofrimento, angustia ou

dano duradouro minimos

Novas tecnologias in vivo que
podem beneficiar o bem-estar
animal e a ciéncia

Fonte: (RUSSELL; BURCH, 1959)

Neste contexto, o modelo 2D de culturas de células tem sido o padrao utilizado
para o entendimento da fisiologia humana, estudo de doencas, desenvolvimento de

medicamentos e sua atuacao, estudo da interacdo célula-célula e uso de imagens de
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tecidos desde 1900 (FERREIRA; GASPAR; MANO, 2018). Porém, ndo permite a
criacdo de uma relacdo entre célula-matriz e célula-célula o que causa perda na
funcéo celular, ndo podendo replicar o ambiente de uma forma fisiologicamente fiel
(CONG et al., 2020) o que ndo é um problema no modelo Organ-on-a-chip em que as
células crescem em 3 dimensodes e as juncdes célula-célula imitam juncdes reais e
podem ser observadas (SINGH et al., 2022) (Figura 5). Contudo, vale lembrar que
apesar dos grandes e relevantes proveitos desta tecnologia, existem algumas
desvantagens como fluxo de processamento ndo padronizado e indisponibilidade
comercial atual (KO et al., 2022), assim como a Tabela 2 mostra com detalhes as

vantagens e desvantagens de cada tipo de cultura celular.

Figura 5- Representacéo grafica de cultura celular em 2D, cultura celular em 3D e o modelo Organ-on-
a-chip

2D Media 3D Cell Culture

Organ on a Chip

Fonte: (SINGH et al., 2022)

Tabela 2- Comparacgdo das caracteristicas entre a cultura celular bidimensional e tridimensional

Recursos/Caracteristicas Cultura de células 2D Cultura de células 3D
Morfologia Celular Achatado/Alongado O fendtipo da célula nativa é
Somente expanséo 2D é preservado
permitida As células crescem em 3
dimensdes
Exposicéo ao meio celular As células recebem exposi¢do | Células no centro de massa 3
igual ao meio estdo menos expostas ao meio
As células sao mantidas na Devido a exposicao diferencial
mesma fase de crescimento do meio, as células estdo em
diferentes fases de crescimento
Os gases difundem-se para
dentro e para fora das células A difuséo dos gases é desigual
de forma mais uniforme nas camadas internas versus a
camada externa das células
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Diferenciacao celular

Células em 2D nao se
diferenciam bem

Células em cultura 3D se
diferenciam bem

Juncgdes celulares

Nenhuma imitac&o real de
jung@es célula-célula é formada
em culturas de células 2D

As juncdes célula-célula sdo
observadas e imitam juncdes
celulares reais

Sensibilidade a
medicamentos

As células sdo muitas vezes
irrealisticamente suscetiveis a
drogas

As células sao frequentemente
resistentes a medicamentos em
comparacao com 2D e o0s
resultados sdo comparaveis
aos modelos in vivo

Proliferacéo celular

Muito répido, ndo natural

Realista, imita condicdes
naturais

Imagem e analise

Os procedimentos existentes
séo padronizados para células
2D

A analise de imagens é padrao
e mais facil para células 2D

Os procedimentos nédo sao
padronizados para células 3D

A obtencéo de imagens e a
andlise sao dificeis para células
3D

Expresséo genética

A expresséo genética ndo imita
0s modelos in vivo

A expressdo génica representa
com mais precisao que 0s
modelos in vivo

Custo

Baixo

Alto/caro

Fonte: (SINGH et al., 2022)

Versando sobre o 6rgdo em questéo, sabe- se que o tecido 6sseo é um tecido
com grande potencial de pesquisa e terapia, pois houve um rapido aumento de
patologias musculo-esqueléticas, como fraturas e escoliose devido ao aumento da
expectativa de vida e, consequente, envelhecimento da populacdo mundial, (ROSETI
et al., 2017). Assim, o tecido 6sseo doente ou danificado, despertou uma enorme
procura de substitutos 6sseos para transplante, sendo o segundo tecido mais
transplantado anualmente (TURNBULL et al., 2020). Atualmente, o tratamento
padronizado para doencas 0sseas trata-se de enxertos 0sseos, COmo 0S autoenxertos
e aloenxertos. Apesar de autoenxertos serem considerados como padrao ouro para
regeneracao 0ssea, tal método apresenta muitas desvantagens e limitacdes como
riscos de infecgéo, dor e ndo € apropriado para reconstrucdo de grandes defeitos. Os
aloenxertos possuem as mesmas questdes além do risco de rejeicdo imunologica
(JAZAYERIl etal., 2017; Ll etal., 2017; LU etal., 2019). Portanto, € necessario explorar
novas abordagens como a engenharia de tecidos que oferece tratamentos alternativos
para defeitos 6sseos (ZHANG et al., 2018) como os scaffolds (arcabougos) biologicos
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que reproduz mimeticamente um ambiente nativo e € de grande interesse na
engenharia de tecido 6sseo (AMIRAZAD; DADASHPOUR; ZARGHAMI, 2022).

O modelo “Bone-on-a-chip” (osso em um chip) realizado nesta pesquisa
permite a reproducdo de um microambiente com caracteristicas-chave de um tecido
Vivo 0sseo, e também fornecem condi¢des de cultura de tecidos biomiméticos com
maior poder preditivo em ensaios clinicos, permitindo avancos tecnolégicos no campo
da engenharia de tecidos. (MANSOORIFAR et al., 2021). Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi produzir um Bone-on-a-chip (BoC) funcional, desde a criagéo de seu
design até a implementacéo do tecido 0sseo e investigacdo da aplicabilidade destes
modelos na diferenciacdo de células como os pré-osteoclastos. Estas células séo
essenciais na homeostase, durante o processo de remodelacdo O6ssea desde a
dindmica quimica e bioquimica da maturacao até a diferenciacdo em osteoclastos (VI
et al., 2015).

Com o intuito de reproduzir um microambiente 6sseo para uma futura avaliacao
do metabolismo e atividade celular de osteoclastos, foram incluidos discos 6sseos
(bone slices) no chip. Os osteoclastos sdo responsaveis pela remog¢do do 0sso
danificado através de acidos e enzimas proteoliticas (por exemplo, catepsina K) e
acido, que hidrolisa e solubiliza os componentes organicos e inorganicos do 0sso,
respectivamente (CHARLES; ALIPRANTIS, 2014; TEITELBAUM, 2000), logo, espera-
se ser observado os “pits”, ou buracos artificiais que sdo gerados apds a reabsorcéo
matricial 6ssea (CHARLES; ALIPRANTIS, 2014).

O modelo Bone-on-a-chip foi feito através do método de fabricacdo em
impressao 3D utilizando o modelo Direct Liquid Printing (DLP), técnica de gravura em
uma matriz em resina, sobre o polidimetilsiloxano (PDMS). Esse material oferece
Otimas caracteristicas para a composicdo de um OoC como biocompatibilidade,
permeabilidade a gés, transparéncia 6ptica e padronizacéo de alta definicdo, além de
permitir que os OoC utilize estimulos fisicos e mecénicos para estimular as funcdes
do 6rgéo de estudo. (FERRAZ et al., 2018; GUMUSCU et al., 2015). A impressao 3D
oferece vantagem em relacdo a geometria do microcanal que pode controlar a
distribuicdo espacial através da deposicdo de camada em camada da resina de
impressao (LEE et al., 2022).

Com uma plataforma eficiente e bem estabelecida, esta tecnologia pode ser

utilizada para auxiliar o entendimento do processo de respostas 0sseas a lesdes ou

17


https://www.zotero.org/google-docs/?WpBKj5

ao desenvolvimento de doencas (MA et al., 2021; VESPREY; YANG, 2016) o que é
de grande contribuicdo as pesquisas do grupo pertencente ao laboratério de
bioensaios e dinamica molecular (LaBio), bem como demais centros que pesquisam
sobre a remodelacéo 0ssea. O uso da tecnologia OoC ira potencializar o estudo de
(pato)fisiologia 0sseas através de um método inovador e promissor que permitird o
estudo multicelular, removendo as limitacBes temporais e espaciais que os modelos
in vivo e in vitro de uma Unica célula impdem. Podemos citar como exemplo, 0s
diferentes tempos de vida dos osteoclastos e osteoblastos (diferem em anos), além
da divergéncia espacial que ambos o0s tipos celulares ocupam: ndo sao observados

no mesmo local durante o processo de remodelacdo 6ssea (GEORGE et al., 2018).

2. OBJETIVOS

Esse projeto de pesquisa tem como objetivo principal desenvolver um Organ-
on-a-chip funcional de tecido 6sseo para estudos de investigacdo da remodelacao
0ssea. A producao do dispositivo é feita a partir de impresséo 3D (tipo DLP), producédo
de boneslices originado de material biol6gico e juncdo destes dois elementos
resultando em um Bone-on-a-chip. Por fim, espera-se que esta tecnologia seja
funcional e aplicada para ensaios biolégicos com cultura celular de osteoclastos. Para
alcancar o objetivo principal, os seguintes objetivos foram desenvolvidos:

2.1. Design do chip feito com software de desenho assistido por computador
para desenhos mecanicos

2.2.  Manufatura do molde do chip em resina por impressao 3D do tipo “DLP”
(direct liquid printing)

2.3.  Manufatura do Chip em PDMS

2.4. Producao de boneslices a partir de scaffolds bioldgicos

2.5. Producéo de um Bone-on-a-chip funcional

2.6. Testes de introducgéo de fluidos no chip

2.7. Ensaio de evaporacao de liquidos no Ooc

3. METODOLOGIA E ANALISE DE RESULTADOS

3.1. Design do chip

O desenho do chip foi feito primeiramente em rascunho em papel e
posteriormente, foi utilizado o software “Fusion 360”, aplicativo comercial de software
CAD (“Computer Aided Design“ ou desenho assistido por computador) para desenhar

a peca desejada. A partir disso, foram criados dois modelos de chips estaticos, ou
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seja, cada poc¢o ndo possui ligacdo com os demais de maneira que a acao celular &
observada individualmente em cada disco 6sseo. Foram desenhados um chip com 6
pocos de 4,2 mm de diametro e 3,5mm de altura e um chip com 3 pocos de 12,2mm
de didametro e 4,5mm de altura.

Tabela 3- Delineamento experimental dos chips

Modelos dos Chips

Pocos de 4,2 mm de | Chip com 6 pogos independentes (Figura 6)

diametro

Pocos de 12,2mm de | Chip com 3 pocos independentes (Figura 7)

diametro

Fonte: Autoria prépria

Figura 6- Desenho de modelo de Chip estatico com 6 pocos

Fonte: Autoria prépria, 2023

Os chips com pocos de 4,2 mm foram pensados para ter 2mm de raio com 1um
de tolerancia para o encaixe dos discos de cada lado, ficando no total, 4,2mm de
diametro. A altura designada foi de 3,5mm: 2mm para os discos, com tolerancia de

1,5mm.
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Figura 7- Desenho de modelo de Chip estatico com 3 pocos

Fonte: Autoria prépria, 2023

Os chips de 12,2mm foram pensados para ter 6mm de raio com 1lum de
tolerancia para cada lado, ou seja, com diametro total de 12,2mm. A altura designada

foi de 4,5mm: 3mm para os discos com 1,5mm de tolerancia.

3.2. Manufatura do molde do chip em resina por impressao 3D do tipo
“DLP” (Direct Liquid Printing)

A partir da criacdo do modelo do chip, baseado no design computacional, este
modelo foi exportado em um arquivo de extensdo .STL, que é um tipo de arquivo que
contém informacOes geomeétricas oriundas dos programas CAD, formato que os
softwares fatiadores que geram os arquivos das impressoras 3D podem trabalhar.
Tendo isso em mente, o arquivo .STL sera fatiado no software livre “Chitubox”, que
gera um arquivo de extensdo .CTB, o qual foi utilizado pela impressora 3D para a
impresséo da peca que serad o molde do chip. A impressora 3D utilizada é o modelo
Elegoo Mars 2 Pro, da fabricante Elegoo, que utiliza resinas fotocuraveis. A resina que

serd utilizada 3DCure basic, 3DCure Belo Horizonte, Minas Gerais.
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A escolha da impressora Elegoo Mars 2 Pro foi devido a acessibilidade dela em
termos de custo (cerca de R$1000,00) e facilidade de criar pecas de modelo e design
desejado. Além do mais, esta impressora € do tipo DLP (“Direct Light Processing” ou
processamento de luz direta) em que ha uma fonte de luz UV que se projeta
diretamente na resina fotocuravel (Figura 8). Quando atingida pela luz, a resina é
curada, ou seja, endurecida em todos os pontos de cada camada simultaneamente,

como ilustra a Figura 8.

Figura 8- Representacdo gréfica da impressao 3D do tipo DLP. O projetor (5) emite luz ultravioleta
(7) diretamente ao espelho (6) que a reflete na resina (3) alocada no tanque de resina (8). Logo, a peca
desejada (1) € impressa camada a camada. Dependendo do formato, suportes (2) também curados
sdo adicionados a impresséo para amparar a formagdo da estrutura. Quando pronta, a impressao
anexada a mesa de impressao (4) ja pode ser retirada para uso.

V)
-
v

Printed Part
Supports
Resin

Build Platform
Projector
Mirror

Light

Resin Tank

Fonte: Fesmo

Apébs impresso, o molde é lavado em &lcool 100% durante 20 min para remog¢ao
dos residuos do material e a peca € curada novamente com luz ultravioleta para maior

endurecimento durante o mesmo tempo de lavagem.

21



Figura 9- (A) Impressora Elegoo Mars 2 Pro (B) Maquina de lavagem e cura Elegoo Mercury Plus

Fonte: Autoria propria, 2024

Apébs os moldes serem tratados pela Elegoo Mercury Plus 2, eles ja podem ser
utilizados.

Figura 10- Moldes de resina para producéo de OoC (A) e (B):Molde de 3 pocos de 12,2mm de
diametro (C) e (D): Moldes de 6 pogos de 4,2mm de diametro

Fonte: Autoria propria, 2024
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3.3.  Manufatura do chip em PDMS

Para a fabricacéo dos chips foi escolhido o polimero polidimetilsiloxano (PDMS)
gue € um elastdmero a base de silicio que possui propriedades interessantes como
elasticidade, transparéncia Optica, biocompatibilidade, baixa autofluorescéncia,
excelente estabilidade térmica e quimica, etc. (BECKER; LOCASCIO, 2002; BOWEN,;
CHENELER; ROBINSON, 2012; MATA; FLEISCHMAN; ROY, 2005; RAJ M;
CHAKRABORTY, 2020). Atualmente, utiliza-se o PDMS para dispositivos
microfluidicos pela rapidez e facilidade que este material permite a criagcdo de
microcanais (GALE et al., 2018; JONG; LAMMERTINK; WESSLING, 2006;
MCDONALD et al., 2000). Assim, forma-se um chip unindo o elastbmero a um
substrato solido ou flexivel, como vidro ou silicio. Tal método de unido € conhecido
como tecnologia de ligacdo em que substratos a base de silicio passam por uma
ativacdo de superficie que sela os microcanais uma vez que ligacbes quimicas
irreversiveis sdo formadas entre o PDMS funcionalizado e a superficie do substrato
também funcionalizada. (BECKER; GARTNER, 2000; BOROK; LABODA; BONYAR,
2021; BROWN et al, 2006; SACKMANN; FULTON; BEEBE, 2014; SIA;
WHITESIDES, 2003).

Tendo isso em vista, foi medido o volume dos moldes em questdo e foi
elaborada uma solucdo constituida de PDMS e um agente de cura, inicialmente
composta por 90% de polimero e 10% do agente catalisador (SYLGARD™ 184
Silicone Elastomer Curing Agent). Em seguida, a mistura foi cuidadosamente inserida
em cada molde, permitindo que o elastdbmero adquirisse a forma especifica de cada

chip como demonstrado nas Figura 11 e a Figura 12.

Figura 11- Técnicas e aplicacao de microfabricacao (a) Uso de moldagem de réplica para producédo do
“carimbo” de PDMS

PDMSP- : PDMS stamp

L
e -
~ Replica
" molding \J

(a)

Fonte: Adaptado de (WANG et al., 2015)
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Figura 12- Molde de resina com mistura de PDMS e curador com bolhas (A) Molde de 3 pocgos (B)
Molde de 6 pogos

Fonte: Autoria prépria, 2024
Posteriormente, os moldes contendo a mistura de PDMS e o agente de cura
foram submetidos a um processo de pressurizacdo por uma hora, mantendo uma
pressao de -550 mmHg para assegurar a retirada das bolhas formadas na mistura da
solucdo de PDMS com o curador.

Figura 13- Moldes de resina com a solucdo de PDMS e agente de cura com bolhas (B) Pressurizador
com moldes dentro a -550 mmHg

Fonte: Autoria propria, 2024

Feito isso, os moldes com o polimero foram mantidos em uma estufa aquecida
por, no minimo, 4 horas a 65°C para endurecer o material e auxiliar no processo de
catalise da cura do elastébmero e retirada de agua.
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Figura 14- Moldes com PDMS na estufa

Fonte: Autoria propria, 2024

Por fim, o material endurecido foi retirado do molde com ajuda de uma lamina

e alcool isopropilico.

Figura 15- Retirada do elastémero PDMS de dentro do molde de resina com uso de uma lamina
de gilete e alcool isopropilico. (A) Retirada do polimero de 6 pocos (B) Retirada do polimero de 3
pocos

Fonte: Autoria prépria, 2024

Feito isso, as regides designadas para a entrada de fluidos foram perfuradas

com uma caneta perfuradora de 0,2mm.
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Figura 16- PDMS endurecido retirado do molde

Fonte: Autoria prépria, 2024

Figura 17- Perfuracé@o do polimero com trés po¢os com caneta perfuradora

Fonte: Autoria propria, 2024

Logo apos, nitrogénio gasoso € propelido nos polimeros e laminas para retirada
de residuos presentes (Figura 18) e ambos sédo levados a um forno de fusdo 0zoénio
durante 5 min juntamente com a base do chip, que se trata de uma lamina de
microscopia (Figura 19). Esta técnica trata-se de uma ativagédo de superficie em que
o forno utiliza 0z6nio para gerar ondas ultravioleta. As ondas interagem com a
superficie tanto do PDMS quanto do vidro, e removem os atomos de hidrogénio
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permitindo que o elastdmero faca ligacdes covalentes com a base de silicio, como

demonstra a Figura 20.

P oS A ﬁﬁ;,. S

Fonte: Autoria prépria, 2024

Figura 19- Lamina e polimero de PDMS no forno de fuséo de oz6nio

Ossila

__, BT =
Fonte: Autoria propria, 2024
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Figura 20- llustracdo das etapas do processo de ( a ) ativagdo de superficie com plasma de oxigénio
ou tratamento corona

a | Surface activation

Glass Glass
Sli 0 ‘.I'-l Glass
Owygen Plasma '? ? Sl—0—%
Treatmeent H H  Heat and/or Time
q o 0 +IHAO
Corona H H
Treatment f — §i—0—%-
[II-I. ClHn O ?
— §i—0—S5i— Si—0—5 PDMS
PDMS PDMS

Fonte: Adaptado de (BOROK; LABODA; BONYAR, 2021)

Por ultimo, o polimero e o vidro sdo unidos manualmente e pressionados para
sua adesao, mas antes, as fatias de ossos (bone slices) s&o introduzidas nos pogos
destinados a eles previamente calculados. Assim, foi feita uma pressdo manual para

auxiliar no processo de ligacdo do elastdbmero a lamina de vidro, obtendo os Bone-on-
a-chip desejados.

Figura 21- Gel molde do chip com trés bone slices inseridos nos trés po¢os

Fonte: Autoria propria, 2024
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Figura 22- Gel molde do chip com seis bone slices inseridos nos seis po¢os

Fonte: Autoria prépria, 2024

Figura 23- Bone-on-a-chip com trés pocos pronto

Fonte: Autoria propria, 2024

Figura 24- Bone-on-a-chip com seis pocos pronto

Fonte: Autoria propria, 2024
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3.4. Producao de boneslices a partir de scaffolds biolégicos

Os discos 0sseos, ou bone slices, foram obtidos de fragmentos 6sseos
oriundos de ossos bovinos de acougues da regido. A principio eles foram limpos com
a utilizacdo de lamina de bisturi, raspadores e escova com cerdas para limpeza
juntamente com detergente e agua para retirar os fragmentos de carnes restantes.

Pensando na producado de boneslices para insercdo nos chips, foi utilizado o
protocolo de descelularizacdo de Amirazad (2022, p. 1). Existem varios tipos de
descelularizacdo, as quais podem envolver técnicas fisicas, quimicas e a
descelularizacéo por perfusdo. Neste projeto, foram utilizadas as técnicas fisicas e
quimicas: dois grupos foram separados, um para passar pelo tratamento térmico e
outro para passar pelo tratamento térmico e quimico (hibrido). Os grupos foram
separados visando comparar a eficacia de cada método de descelularizacao.

O uso de métodos baseados em pressdo e temperatura, causa lise celular,
destréi as proteinas da matriz e elimina o material genético (GULER et al., 2017).
Logo, foram feitos cinco ciclos de congelamento e descongelamento que variavam de
-80 °C e 37 °C em ambos os grupos de ossos. Como descreve Guler (2017, p. 540—
547), normalmente sao necessarios de dois a trés ciclos de congelamento e
descongelamento para uma descelularizacao eficaz. As vantagens deste método sao
a reducao do uso de produtos quimicos e a preservagao da ultraestrutura da matriz
extracelular, porém pode realizar uma descelularizagédo incompleta (GILPIN; YANG,
2017).

Feita a descelularizacdo celular térmica, o grupo referente ao tratamento
hibrido, passou pelo tratamento quimico com a utilizacdo de um detergente ibnico, 0
dodecilsulfato de sodio (SDS) que elimina nucleos celulares, DNA celular, quebra as
ligagbes proteina-proteina e destréi o colageno em diferentes tecidos e 0Orgéos
(AMIRAZAD; DADASHPOUR; ZARGHAMI, 2022; NAKAMURA et al., 2019). Ele é
altamente efetivo na descelularizacdo, porém pode danificar a MEC e
glicosaminoglicanos presentes (JIANG et al., 2021). Percebeu-se que ambas as
técnicas de descelularizagéo (térmica e hibrida) foram eficientes.

Em seguida, iniciou-se a fase de perfuracdo dos 0ssos para a obtencéo dos
discos 0sseos de interesse. Utilizou-se uma furadeira serra copo de 12mm para 0s

discos 0sseos de 12mm e uma broca para obter os discos de 4mm.
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Com os fragmentos 6sseos em maos, foi necessario corta-los ao meio devido
ao grande comprimento obtido com a perfuracédo inicial (Figura 26). Assim, cada
pedaco foi cortado ao meio com uma serra micro retifica e posteriormente, eles foram
lixados com uma lixa d’agua para adquirirem o formato de disco de aproximadamente
3mm e 2mm de altura. A Figura 25 ilustra o passo a passo de producdo dos bone

slices.

Figura 25- Etapas de criacdo dos scaffolds. A: Ossos bovinos ap6s remogédo da carne residual. B:
Congelamento dos dois grupos. C: Descongelamento dos ossos. D: Tratamento quimico com SDS no
grupo hibrido. E: Perfuragdo 6ssea com furadeira. F: Osso compaco de fémur bovino perfurado. G:
Fragmento 0sseo trabecular com c6értex compacto. H: Divisdo no meio de cada fragmento 6sseo.
Fragmento dsseo compacto dividido ao meio. 1

Fonte: Autoria prépria, 2023
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Figura 26- Fragmentos 6sseos de 4mm de diametro oriundos da perfuracdo da broca antes de serem
repartidos ao meio

Fonte: Autoria prépria, 2023

Figura 27- Disco 6sseo de 14mm de didmetro apos ser lixado

Fonte: Autoria propria, 2023

Figura 28- Disco 6sseo de 14mm de diametro apds ser lixado

Fonte: Autoria prépria, 2023
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3.5. Testes de introducéo de fluidos no chip

Com o Bone-on-a-chip devidamente pronto, as microvilosidades dele foram
testadas a partir de testes de introducéo de fluidos com o objetivo de examinar a
eficiéncia do chip em termos de compor cada pogco com um bone slice e fluidos
referente ao meio de cultura dentro do sistema. Mas também, esse teste serve para
analisar a qualidade do chip e decidir se ele pode ou nédo ser utilizado devido ao
processamento previo.

Quando as etapas anteriores falham em eficiéncia, é possivel que os fluidos
escapem do poco designado. Como aconteceu em alguns testes, a pouca aderéncia
do elastbmero a lamina causou o extravasamento entre tais camadas em alguns
pontos, 0 que inviabiliza a utilizacdo de certos poc¢os ou do chip inteiro. Além disso, a
proporcdo de PMDS e agente de cura influenciou na uniformidade do chip, que
algumas vezes, se apresentava mole demais e com aspecto de molhado em alguns
pontos, o que é causa de uma mistura insuficiente da solucéo, baixa temperatura da
estufa e/ou pouco agente catalisador.

Essa etapa consiste nainjecdo de agua e PBS, solu¢édo tamponada com fosfato
para cultura celular, no disco 6sseo através do orificio feito com o auxilio de uma
seringa.

Figura 29- Insercdo de PBS no Bone-on-a-chip para teste de eficiéncia

Fonte: Autoria prépria, 2024

3.6. Ensaio de evaporacéo de liquidos no BoC

Por ser uma tecnologia nova e ndo padronizada, e por este modelo ter sido
desenhado especificamente para esta pesquisa, ndo ha dados conhecidos sobre o
cultivo celular especifico utilizando este exemplar. Logo, foram feitos ensaios de
evaporacao de agua e de PBS para verificar o tempo de evaporacao dos liquidos na

plataforma do Bone-on-a-chip.
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Primeiramente, foi testada a evaporacao do liquido inserido nos pocos e com
gotas em cima dos poros de entrada de fluidos dois modelos de chip por 17 horas em
uma estufa de 45°C. Percebeu-se que parte da solugéo das gotas evaporou no chip
de 6 pocos, contudo ainda havia a solugéo dentro deles. J& no chip de 3 pocos, foi
visto que em um poco a gota de cima havia secado, mas nos restantes ndo. Também
bolhas foram formadas dentro dos pocos devido a temperatura.

Percebeu-se entdo a necessidade de evitar com que bolhas fossem formadas
dentro dos pocos, ja que se tal fato ocorrer, inviabiliza a manutencéo de células vivas
neste microambiente. Dessa forma, foi testado trés técnicas de manutencdo da
solucéo nos poc¢os: uma com uma gota grande em cima de cada po¢co como testado
anteriormente, outra com os chips imersos em solu¢do tampéao, e por fim, com um
reservatério de meio de cultura em cima de cada poc¢o. Todas as estratégias foram
feitas com os chips dentro de uma Placa de Petri fechada e estas dentro de uma estufa
com temperatura de 37°C.

A primeira técnica foi testada pensando que conforme o meio for sendo
evaporado pela temperatura da estufa, a gota colocada em cima de cada poco iria ser
“‘puxada” para dentro devido propriedade de coesdao da agua, que garante que a
substancia permaneca unida devido as pontes de hidrogénio presentes nas moléculas
de agua. Ap6s 12 horas as gotas ndo evaporaram, havia liquido nos poc¢os, mas
alguns deles tinham o aspecto de “suado” internamente por causa da evaporagao.

A segunda técnica foi realizada tendo em vista a questao da evaporagéo interna
e a necessidade de haver um meio de cultura dentro dos pocos para manter as células
vivas. Dessa maneira, os BoC foram imersos com a solu¢cdo tampao de PBS para
simular o meio de cultura que sera utilizado nos ensaios bioldgicos. Depois de 24
horas, foi verificado que o meio ainda estava presente dentro e fora dos pocgos dos
chips.

Finalmente, reservatérios para meio de cultura foram testados. Moldes de
PDMS de cada modelo foram feitos da mesma forma que séo feitos para produzir os
chips, contudo, nédo foram fixados em nenhum molde e seus poc¢os foram colocados
voltados para “cima” e cobertos com a solu¢ao tampéao para o gotejamento dentro dos
pocos dos chips. Isto posto, ensaios de 24 horas foram feitos e foi verificado que no

BoC de seis pocos, a solucdo de seu reservatorio evaporou, parte ndo caiu dentro do
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chip, mas ainda havia solucdo dentro de cada poco, ja com o BoC de trés pocos ainda
havia solucéo dentro do pocos do chip e de seu reservatorio.

Figura 30- Teste de evaporacdo com diferentes técnicas de cultura (A) Gotas em cima dos pocos (B)
BoC imerso em solugdo tampao (C) Reservatérios feitos para gotejamento nos chips

Fonte: Autoria prépria, 2024
4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Manufatura do chip em PDMS

Figura 31- Modelos de Bone-on-a-chip estatico (A),(C),(E): Bone-on-a-chip de 3 pogos (B), (D), (F):
Bone-on-a-chip de 6 pocos

Fonte: Autoria propria, 2024
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Para produzir a manufatura do chip em PDMS foram necessérias diversas
tentativas com acertos e erros ao longo desta pesquisa. E importante destacar que,
ao longo de diversos ensaios feitos com diferentes modelos de moldes, a propor¢ao
9:1 de elastbmero e agente de cura foi modificada devido a diversos fracassos em
conseguir atingir a textura ideal do silicone. Muitas vezes, o elastémero quando
retirado do molde estava mole, meio liquido. Posteriormente, a propor¢cdo de 87%
PDMS e 13% agente de cura foi testada e as réplicas dos moldes feitas com
elastbmero sairam mais endurecidas e homogéneas, viaveis de serem utilizadas.

Adiciona-se aqui o fato de que, mesmo com a nova proporcédo, quantidade de
tempo suficiente na estufa, o polimero saia heterogéneo, irregular e inviavel de ser
utilizado. Por fim, foi descoberto que a temperatura indicada pela estufa néo era a
temperatura real interna, estava abaixo da temperatura esperada de 65°C. Assim, com
um termémetro a temperatura da estufa foi ajustada e destarte, os elastbmeros

adquiriram a textura ideal para os chips.

4.2. Producdo de bone slices a partir de scaffolds biolégicos

Figura 32- Bone slices prontos (A) Discos de 12mm de diametro (B) Discos de 4mm de didmetro

Fonte: Autoria prépria, 2023

Com os discos 6sseos em méaos, devidamente cortados e lixados, foi possivel
observar algumas diferencas estruturais dos fragmentos obtidos. Alguns eram
trabeculares, com poros em sua estrutura e outros eram compactos, maci¢cos
originados do coértex O6sseo. A Figura 33 ilustra detalhadamente as diferentes

estruturas presentes neste 6rgao.
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Figura 33-Explicacdo da estrutura Ossea. Dois tipos principais de 0sso incluem 0sso
esponjoso (trabecular ou esponjoso) e osso compacto (cortical). (a) O osso esponjoso &
altamente poroso. (b) O osso compacto consiste em dsteon ou sistema haversiano, circundado

pela lamela que é composta por nervos e vasos sanguineos.

e,
;b,."’l',.

Spongy Bone Lamella —-[ S,

Haversian Canal

Lacuna

Nerve and Vessel /

ECM
b Osteocyte

Compact Bone

Bone Marrow

Fonte: (AMIRAZAD; DADASHPOUR; ZARGHAMI, 2022)

Assim, foi possivel observar com um microscopio eletronico, as diferentes

caracteristicas provenientes de fragmentos de regides distintas do 6rgao (Figura 34).

Figura 34- Microscopia eletrénica do osso esponjoso/trabecular (A) e (B) e do osso compacto/cortical
(C) e (D).

Fonte: Autoria prépria, 2023
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Neste contexto, questiona-se a igualdade do processo de reabsor¢cédo matricial
O0ssea dos osteoclastos e formacdo dos pits nos diferentes tecidos (trabecular e
compacto). Em virtude de 0 0sso esponjoso ja ser poroso, ha a possibilidade de que
os “buracos” esperados a partir da agdo dos osteoclastos sejam mais presentes no
0sso do tipo trabecular, além disso, ha uma facilidade de produzir uma abertura em
um lugar onde ja possui depressdes. No entanto, 0 0sso cortical, por ser mais integro

e, espera-se que o processo de reabsorcao da matriz 6ssea seja mais prolongado.

4.3. Ensaio de evaporacao de liquidos no BoC
Apbs a realizagdo dos ensaios de evaporacdo de liquidos nos BoC com 0s
meétodos descritos anteriormente, acredita-se que a primeira e a terceira técnica (da
gota por cima e do reservatorio) ndo sejam tdo seguros para a manutencdo da
sobrevivéncia das células. A evaporacéo interna em alguns pocos e o escape de parte
da solucéo para fora dos pogos, respectivamente comprovam isso. Portanto, acredita-
se ser mais seguro para o cultivo celular o método de imersédo dos chips na solucéo

tampdao pela maior garantia da presenca de fluidos e sobrevivéncia das células.

5. CONCLUSOES

Em suma, esta pesquisa demonstrou a viabilidade e eficacia da aplicacdo da
tecnologia Organ-on-a-chip no contexto do modelo 6sseo, conhecido como Bone-on-
a-chip (BoC). Apesar dos desafios encontrados durante o processo de fabricacdo dos
chips, os exemplares produzidos foram utilizados de forma eficiente neste estudo.
Embora alguns tenham apresentado defeitos, como textura inconsistente do
elastbmero e aderéncia incompleta do polimero a lamina de vidro, sua utilizacéo foi
suficiente para conduzir os ensaios bioldégicos planejados. Como resultado,
confirmamos que nosso objetivo de desenvolver um Organ-on-a-chip funcional para
investigagdes in vitro da remodelacdo 0ssea, visando a avaliagdo da atividade dos
osteoclastos, foi alcangado.

Espera-se contribuir significativamente para o avanco da pesquisa em
engenharia de tecidos e areas correlatas, possibilitando futuras investigacdes mais
precisas e detalhadas, especialmente no campo da remodelacdo 6ssea e na cultura

de células de osteoclastos. E possivel vislumbrar o potencial dessa tecnologia para
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impulsionar novas descobertas e aplicacdes clinicas, beneficiando assim a saude

humana.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Serao realizados ensaios biolégicos com o cultivo de osteoclastos oriundos de
monocitos nos BoC desenvolvidos. Sera fornecido condicbes para o ensaio de
movimentag&o de osteoclastos, em um periodo de até 72 horas de cultura celular, e
também serd testado a adicdo de acido ortosilicico o qual vem sendo descrito na
literatura como um inibidor da atividade de osteoclastos (MA et al., 2021; YOU et al.,
2021)

Logo, este chip também permitira a possibilidade de realizacdo de ensaios
celulares e insercdo de outros meios de cultura condicionados com biomateriais
visando futuras aplicacées dentro da linha de pesquisa do laboratério de Bioensaios

e Dinadmica Celular.
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