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1. Justificativa

O desenvolvimento de medicamentos esta atrelado a demora durante as
fases de teste, o que lentifica o processo de disponibilizacdo para a populagao.
Frente a esse panorama, novas tecnologias vém sendo criadas com o objetivo
de substituir arraigados modelos in vivo que falham em mimetizar de maneira fiel
as condigdes do corpo humano. Nessa perspectiva, surge os Organ-on-a-chip,
microchips que podem substituir modelos animais em ensaios pré-clinicos
durante a realizacao de testes de toxicidade de novos farmacos (RAMADAN,;
ZOUROB, 2020).

2. Introducao

A inclusdo de um novo medicamento ao mercado perpassa pela
descoberta do farmaco, realizacdo de testes pré-clinicos e testes clinicos, os
quais envolvem um numero crescente e diversificado de voluntarios de acordo
com a progressao para cada uma de suas 3 fases, objetivando a garantia de
qualidade e eficacia. No entanto, € estimado que o processo completo de
desenvolvimento de medicamentos dispenda cerca de 2,6 bilhées de ddlares e
dure em média 10 anos, o que demanda inovagoes por parte da industria
farmacéutica (MARSCHMEYER; KAKAVA, 2020).

O maior foco de inovacao se concentra nos testes pré-clinicos, que
tradicionalmente englobam o uso de modelos animais. Tais modelos, em
especial devido a diferencas interespecificas, ndo mimetizam de modo
satisfatorio os resultados que seriam obtidos em organismos humanos, além de
estarem atrelados a questées éticas. Com base nisso, € originado o conceito dos
3Rs em 1939, buscando reducdo, refinamento e, em ultima instancia,
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substituicdo do uso de animais em pesquisas cientificas. A reducido concerne a
adocao de quantidades limitadas de animais, enquanto o refinamento abrange
métodos que causem reduzidos niveis de estresse e sofrimento a esses. De
forma ambiciosa, a substituicdo objetiva a adocdo de modelos de
experimentacgdo distintos, o que ira englobar os Organ-on-a-chip (TREZ, 2018;
SUN, et al,, 2019; RAMADAN; ZOURORB, 2020).

Incorporado a lista das 10 tecnologias emergentes de 2016, o Organ-on-
a-chip (OOC) é um sistema que combina células cultivadas em ambiente 3D e
fluidos em uma plataforma de tamanho reduzido, permitindo a mimetizacao do
organismo humano a partir da replicacdao de propriedades como  rigidez,
porosidade, densidade e permeabilidade. Envolve a interdisciplinaridade entre
engenharia, em especial no ambito da microtecnologia, biologia celular e
fisiologia para que seja obtido um modelo satisfatorio a baixo custo e propiciado
o monitoramento das substancias produzidas e interacdes estabelecidas (WU,
etal., 2020; MA, et al., 2021).

Ao longo dos ultimos anos, OOC de figado, pulmao, estdmago, rim, pele,
0ss0s, coragao e barreira hematoencefalica ja foram desenvolvidos, bem como
modelos fisiopatolégicos de diabetes, trombose e cancer, permitindo a analise
dos efeitos de drogas em cada 6rgao e em nivel sistémico ao haver a integracao
dos microchips. Contudo, ainda ha lacunas entre os modelos desenvolvidos em
laboratério e a aplicacdo em escala industrial, o que suscita a otimizacao da
tecnologia para agilizar a possivel revolugdo no ambito da pesquisa de novos
medicamentos (RAMADAN; ZOUROB, 2020).

3. Producao e funcionamento

Os sistemas microfluidicos sao baseados no emprego de reduzidos
volume de fluidos, na escala de micro e nanolitros (10 a 10-'®L) no processo de
miniaturizacao de elementos, tendo-se como vantagem a diminui¢cao quantitativa
de amostras, reagentes e tempo dispendido, além de recursos monetarios. As
inovagdes da area foram impulsionadas com o advento da microeletrénica, o que
favoreceu o desenvolvimento de técnicas como a litografia suave, metodologia
tradicional empregada na producdo de OOCs (PIMENTEL, 2018; WU et al.,
2020).

A fotolitografia precede a litografia suave e consiste no uso de substratos
termoendureciveis que serao expostos a luz ultravioleta, de modo a transferir —
ou imprimir — um molde. Tal material, na etapa de litografia suave, sera coberto
por um polimero liquido que, apés curado por temperatura, sera removido da
superficie, gerando um molde negativo posteriormente utilizado na fabricagdo do
microchip (ANES, 2017; PIMENTEL, 2018). O polimero mais utilizado é o
polidimetilsiloxano (PDMS), devido as suas caracteristicas de transparéncia
optica, biocompatibilidade, estabilidade quimica, permeabilidade a gases,
elasticidade e custo favoravel (PIMENTEL, 2018; MARSCHMEYER; KAKAVA,
2020; PAOLLI, et al., 2021). Na figura 1, é representada a fabricagdo do molde.
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Figura 1: Fabricacao de molde por litografia suave. O substrato de silicio
(Si) sofre acao de luz ultravioleta (UV), gerando uma estrutura que sera coberta
pelo polimero polidimetilsiloxano (PDMS) e formara o microchip.

Fonte: PIMENTEL, 2018

Os principios envolvidos ..no  desenvolvimento dos microchips
compreendem a mimetizacio de parametros fisiolégicos humanos, tais como
débito cardiaco, fluxo sanguineo, tensdo de cisalhamento de fluidos, gradiente
de concentragcao, estresse mecanico (referente as pressées sob as quais os
orgaos sado submetidos) e organizacao celular. De maneira inovadora, na
tentativa de se distanciar de impasses éticos atrelados ao uso de 6rgaos doados,
vem sendo utilizadas culturas de células humanas pluripotentes cultivadas em
ambiente 3D, caracterizado pela replicacdo das propriedades de rigidez,
porosidade, densidade e topografia da matriz extracelular. Essa organizacao &
denominada Organoide e se apresenta como um avang¢o emrelacao a tradicional
cultura de células em 2D (PARK; GEORGESCU; HUH, 2019; MARSCHMEYER,;
KAKAVA, 2020; WU et al., 2020).

Desse modo, o débito cardiaco direcionado para um érgao especifico,
conforme a fisiologia humana, deve corresponder a uma porcentagem do fluxo
sanguineo, enquanto que os fluidos perfundidos pela acao de microbombas
garantem o dinamismo e a pressao fisica existente em sistemas biologicos,
permitindo a disponibilizacdo de nutrientes e oxigénio, bem como a formacgao de
gradientes de concentracao, por meio de um fluxo laminar de liquido. Assim, com
a incorporacao de fluidos aos OOCs, diferente de culturas celulares estaticas, é
obtido um ambiente mais proximo do fisiologico (MARSCHMEYER; KAKAVA,
2020; WU et al., 2020).

O fluido que substitui o sangue, além do transporte de diferentes
nutrientes conforme as necessidades do 6rgao, deve carregar produtos de



excrecdo a exemplo do CO; para evitar o acumulo. Nesse ambiente sao
utiizadas membranas porosas constituidas por hidrogel para garantir a
compartimentalizagcdo, sendo o posicionamento das células — apical e
basolateral - um elemento chave na garantia do estabelecimento das interacdes
pretendidas entre as substancias liberadas no meio e os 6rgaos. Os microchips
podem ser orientados horizontal ou verticalmente (MARSCHMEYER; KAKAVA,
2020; RAMADAN. ZOUROB, 2020). Na figura 2, tem-se uma representacao
esquematica de um OOC genérico.
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Figura 2: Esquema base de OOC. O microchip € organizado por
células separadas por membranas de hidrogel que garantem a
compartimentalizagao do sistema. Em cada compartimento, é estabelecido um
fluxo continuo de fluido que é responsavel por reproduzir a pressao aos quais
os 6rgaos sao submetidos, possibilitar a sinalizac&o entre as células e
assegurar a chegada de nutrientes e a remocao de produtos de excrecao, que
sao fundamentais na mimetizagdo das condic¢oes fisiolégicas do corpo humano.

Fonte: Adaptado de RAMADAN; ZOUROB, 2020

4. Aplicacoes dos OOCs

A reprodutibilidade de condicbées da biologia humana a partir da
compartimentalizacdo de culturas de células tem possibilitado a aplicacdo dos
OOC na testagem de modelos fisiologicos e fisiopatolégicos, bem como na
mensuracao de parametros farmacocinéticos e farmacodindmicos de novos
substancias ativas. No que diz respeito a fisiologia, diversos modelos de 6rgaos
ja foram desenvolvidos até a atualidade e tendo em vista os processos de
administracao, distribuicao, metabolismo e excrecao de farmacos, a analise de
modelos renais hepaticos e cardiacos ganham destaque (WU, et al., 2020; MA,
etal., 2021).

O figado € o principal sitio de metabolizacao dos farmacos administrados,
sendo composto majoritariamente por células parenquimatosas (hepatocitos),
envolvidas na producido de proteinas e no metabolismo de glicose, lipideos e
demais substancias, e por células ndo parenquimatosas, incluindo componentes



do endotélio e do sistema imune, estando relacionadas diretamente com as
respostas a danos. E alarmante considerar que, devido a eventos de
hepatotoxicidade, 26% dos ensaios clinicos de medicamentos falham, elevando
o OOC a posicao de importante candidato na resolucdo desse problema. Assim,
a partir da mimetizacdo do ambiente biologico, pesquisadores desenvolveram
iImunossensores para detectar a formacao de biomarcadores, além da avaliacao
da sintese de metabdlitos e ativagcdo de componentes do sistema imune, o que
constitui uma plataforma util na identificacao de possiveis efeitos indesejaveis
(BECKWITT, et al., 2018; WU, et al., 2020).

Paralelamente, atribui-se ao coracao relevante parcela dos casos de
toxicidade que resultam na retirada de farmacos do mercado, de modo que o
controle da pulsacdo dos cardiomidcitos ira refletir os efeitos da substancia
administrada, assim como modelos de rim possibilitam a visualizagao de seus
aspectos de funcionamento. Cada OOC produzido pode ser integrado em um
sistema comum por meio da perfusao de liquidos entre cada compartimento,
uma so vez ou de maneira recirculante, dando origem aos denominados Human-
on-a-chip (WU et al., 2020).

Esses sistemas podem ser dispostos em paralelo, série ou ambos e sido
uteis para analisar efeitos determinantes da farmacocinética e farmacodinamica
do farmaco, bem como evidenciar mecanismos previamente desconhecidos, na
medida em que permite a avaliacao especifica de interacées desencadeadas, o
que é facilitado pela escala reduzida de seus constituintes. As diferentes
combinacdes de o6rgdos, no entanto, demandam aprofundado conhecimento
acerca do funcionamento fisiologico (MARSCHMEYER; KAKAVA, 2020; WU, et
al., 2020).

5. Impasses e perspectivas futuras

Apesar da ampla aplicabilidade dos OOCs, o elevado custo associado a
confeccdo e algumas caracteristicas da matriz polimérica utilizada na litografia
suave sdo fatores que atrasam a transferéncia desses modelos do campo
experimental para a escala industrial. Inicialmente, tem-se que o PDMS, muito
embora possua um conjunto de propriedades favoraveis a fabricagdao dos
microchips, pode sofrer rearranjo de sua superficie e € permeavel a gases e
demais moléculas hidrofébicas, o que pode comprometer o funcionamento
padrdo dos orgdos cultivados e as rotas de mecanismos estudadas
(MARSCHMEYER; KAKAVA, 2020; PAOLLI, et al., 2021).

Com o objetivo de mitigar essa limitacdo, vem sendo observado o
emprego de termoplasticos como Poliestireno (PS), Polimero Olefinico Ciclico
(COP) e Copolimero Olefinico Ciclico (COC), matrizes que nao interferem nas
substancias hidrofébicas presentes no meio. Tais materiais podem ser
manipulados através de técnicas distintas de prototipagem rapida, como a
xurografia — que consiste na moldagem do material pelos cortes feitos por
pequenas laminas — e a cortagem com laser de CO, sendo auxiliadas por
modernos sistemas digitais. O material ideal para os fins objetivados, portanto,



deve possuir os requisitos para reproducdo de parametros bioldgicos,
praticabilidade e baixo custo no sentido de permitir a reprodutibilidade do método
(MARSCHMEYER; KAKAVA, 2020; PAOLI, etal., 2021).

O investimento nessa tecnologia ainda é reduzido frente ao seu relevante
potencial, o que se deve a diminuida possibilidade de aplicacédo na escala
industrial dos meétodos utilizados atualmente, devido aos custos e a falta de
padronizacao nos processos produtivos. Além disso, problemas relacionados ao
cultivo de células, atrelados a necessidade de estudos que compreendam mais
a fundo a dinédmica de funcionamento do organismo humano, precisam ser
superados para que haja o desenvolvimento crescente de novos QOCs -
destoando do padrao de figado e rins prevalente — e a possivel integracdo no
aperfeicoamento do Human-on-a-chip (MARSCHMEYER; KAKAVA, 2020; MA,
etal., 2021; PAOLI, et al., 2021).

6. Consideragoes finais

O avanco das pesquisas sempre esteve condicionado a capacidade de
inovacao humana. Na atualidade, no intuito de promover a resolucao de uma
ampla gama de condicdes fisiopatologicas, a industria farmacéutica € marcada
pelo desenvolvimento constante de novos medicamentos e técnicas
metodologicas. Os Organ-on-a-chip sao colocados como importantes candidatos
na revolugcao da area, apesar de ainda ndo terem o seu uso amplamente
difundido pela existéncia de limitagdes quanto ao custo e reprodutibilidade, o que
suscita o investimento constante em Pesquisa & Desenvolvimento no sentido de
consolidar a aplicacao dessa tecnologia.
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