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RESUMO 

A investigação e avanço na tecnologia dos modelos de Organ-on-a-chip (OoC) estão 

ganhando cada vez mais atenção, devido ao seu potencial revolucionário nos campos da 

medicina e engenharia biomédica. Esses dispositivos em microescala foram criados para imitar 

tanto a estrutura quanto a função dos órgãos humanos, proporcionando maior precisão em 

ensaios pré-clinicos tradicionais. Eles oferecem a capacidade de realizar testes em alta escala, 

o que acelera a descoberta de novos medicamentos. Além disso, tem o potencial de diminuir a 

dependência de testes em animais para avaliações toxicológicas, contribuindo para melhorias 

na ética em Pesquisa. 

Uma das aplicações promissoras para os OoCs é o estudo da Diabetes Mellitus (DM) e 

suas complicações, como a úlcera do pé diabético (UPD). A UPD é uma comorbidade grave 

associada a altas taxas de morbimortalidade e amputações, representando um grande desafio 

para os sistemas de saúde globais. A utilização desta tecnologia nesse contexto visa 

proporcionar insights importantes sobre a fisiopatologia, e permitir novas abordagens 

terapêuticas mais eficazes, incluindo a medicina personalizada. 

Essa dissertação tem como objetivo analisar os aspectos éticos e regulatórios da 

implementação do OoC na Pesquisa Translacional em Saúde (PTS) no Brasil. Especial atenção 

é dada ao papel desempenhado pela Engenharia Biomédica no desenvolvimento dessa 

inovadora tecnologia. A dissertação está estruturada em sete capítulos que exploram diversas 

facetas relacionadas aos dispositivos em questão, bem como sua aplicação por meio de um 

estudo de caso centrado no contexto do pé diabético. Além disso, o trabalho engloba a produção 

de duas revisões sistemáticas pertinentes ao tema.  

Além dos mencionados estudos, foram examinadas as leis e regulamentos tanto 

nacionais quanto internacionais que governam a utilização dos OoCs. Adicionalmente, foi 

concebido um plano de divulgação científica para promover maiores informações sobre essas 

plataformas, enfatizando sua significância na pesquisa e na inovação científica. Essa 

abrangente abordagem metodológica permitiu investigar várias facetas dos dispositivos OoCs, 

bem como, as dificuldades regulatórias enfrentadas no país para ampla adoção destes 

equipamentos nas fases da PTS. 

Este estudo marca um avanço notável no campo da regulamentação de dispositivos no 

Brasil. Seu propósito é estabelecer uma base sólida que possa ser empregada inclusive na 

formulação de políticas públicas e diretrizes regulatórias no país. A interconexão vital entre a 

Engenharia Biomédica e o setor da saúde é ressaltada, propulsando o Brasil à vanguarda da 

pesquisa biomédica. Isto assegura que a utilização dos OoCs não só enriqueça o conhecimento 

científico, mas também proporcione benefícios à sociedade como um todo. Este trabalho 

compreende ações coordenadas, convidando as autoridades reguladoras, os pesquisadores e os 

profissionais de saúde a unirem esforços rumo a um ambiente regulatório eficiente e ágil. 

Visamos a adoção ética e segura dos dispositivos microfisiológicos, buscando abrir portas para 

uma nova era de descobertas e terapias inovadoras, com o potencial de impactar positivamente 

a saúde e a qualidade de vida de milhões de cidadãos brasileiros. 

 

Palavras-chave: Pé Diabético. Dispositivos Lab-On-A-Chip. Microfluídica. Pesquisa 

Translacional Biomédica. Pesquisa em Sistemas de Saúde Pública. 

 

ABSTRACT 
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The research and development of Organ-on-a-chip (OoC) devices have been garnering 

increasing attention due to their revolutionary potential in the field of medicine and biomedical 

research. These miniature devices are designed to replicate the structure and function of human 

organs with greater precision than traditional cell cultures or animal models. They offer high-

throughput screening, accelerating the discovery of new drugs and identifying potential side 

effects or interactions between different organs with greater accuracy. Additionally, they have 

the potential to reduce the need for animal models in toxicological testing. 

One of the promising applications for OoCs is the study of Diabetes Mellitus (DM) and its 

complications, such as diabetic foot ulcers (DFU). DFU is a severe comorbidity associated with 

high rates of morbidity, mortality, and amputations, posing a major challenge to global 

healthcare systems. The use of this technology in this context aims to provide crucial insights 

into the pathophysiology and enable more effective therapeutic approaches, including 

personalized medicine. 

This dissertation aims to analyze the ethical and regulatory aspects of implementing OoCs 

in Translational Health Research (THR) in Brazil, with a focus on the role of Biomedical 

Engineering in developing this technology. The work is divided into seven chapters, covering 

various elements related to the devices and their application in the context of diabetic foot 

ulcers, including two systematic reviews. 

The first article focuses on the use of microphysiological systems in the DFU scenario, 

exploring their applicability in understanding functional changes in the body and the 

underlying disease mechanisms. The second study sought evidence on a potential healing 

biocompound, urucum, for the treatment of chronic wounds. Additionally, national and 

international legislations and regulations governing the use of OoCs were analyzed. 

Furthermore, a scientific marketing plan was developed to disseminate knowledge about 

these platforms and their significance in scientific research and innovation. This comprehensive 

methodology allowed exploring different aspects of OoCs and their relevance to DFU studies, 

as well as promoting the advancement of this technology in national THR. 

This dissertation represents a significant milestone in the field of legislation and regulation 

of devices in Brazil. It aims to provide a solid foundation that can be used in shaping public 

policies and regulatory guidelines in the country. The importance of interdisciplinarity between 

Biomedical Engineering and the healthcare sector is emphasized, propelling Brazil to the 

forefront of biomedical research and ensuring that the use of OoCs benefits not only science 

but society as a whole. This work serves as a call to action for regulatory authorities, 

researchers, and healthcare professionals to join forces in creating an agile and efficient 

regulatory environment that encourages the safe and ethical advancement of OoCs, paving the 

way for a new era of innovative discoveries and treatments with the potential to positively 

transform the health and quality of life of millions of Brazilians. 

 

 

Keywords: Diabetic foot. Wound Healing. Lab-on-a-chip Devices. Microfluidics. 

Translational Research, Biomedical. Public Health Systems Research.
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APRESENTAÇÃO DA DISSERTAÇÃO 

Esta dissertação é o primeiro produto científico a nível de pós-graduação do Núcleo de 

Desenvolvimento de Pesquisas e Inovação em Organ-on-a-chip e Engenharia de Tecidos 

(Organ-on-a-chip /UnB). O referido grupo é cadastrado no diretório do Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq), coordenado pela orientadora desta 

dissertação, Profa. Dra. Suélia de Siqueira Rodrigues Fleury Rosa. O projeto em 

desenvolvimento é subsidiado pela Fundação de Amparo à Pesquisa do Distrito Federal 

(FAPDF), sob processo no: 00193.00002366/2022-81, Edital 12/2022 – Programa FAPDF 

Learning – Chamada 04/2022 Bio Health Learning. De maneira global, a pesquisa almeja o 

desenvolvimento, recriação da função, modelagem e análise do processo de vascularização 

utilizando Organ-on-a-chip (OoC) e mecanobiologia, para ampliar a terapia de 

fotobioestimulação associada a biomaterial aplicado em feridas crônicas de pele. 

Através desta deste trabalho, iremos abordar os aspectos éticos e regulatórios de OoCs 

em nível nacional, trazendo a visão da pesquisa translacional e da engenharia biomédica para 

o desenvolvimento de cada etapa subsequente. A dissertação está em conformidade com o 

regimento do Programa de Pós-graduação em Engenharia Biomédica da Universidade de 

Brasília (PPGEB/UnB). É composta principalmente por dois estudos integrados, do tipo 

revisões sistemáticas, que foram realizados com o intuito de identificar, analisar e sintetizar as 

principais evidências científicas disponíveis sobre o tema. Portanto, foi estruturada nos 

seguintes capítulos indicados na Figura 1. 
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Figura 1. Organização da dissertação: Classificação em capítulos, de acordo com a estruturação – 

contextualização e metodologia, pesquisas originais e resultados publicados, discussões e principais 

achados éticos e regulatórios. 

 

CAPÍTULO I. INTRODUÇÃO, PROBLEMÁTICA, JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E CONTRIBUIÇÕES 

No primeiro capítulo desta dissertação, apresentamos uma introdução ao tema da 

implementação de dispositivos Organ-on-a-chip (OoCs) na pesquisa científica, bem como sua 

relevância em diferentes fases da Pesquisa Translacional em Saúde (PTS). Nosso foco é o 

estudo das úlceras do tipo Pé Diabético (UPD), sua relação entre métodos in vitro 

tridimensionais (3D) e o avanço da Pesquisa, Desenvolvimento e Inovação (PD&I) na área da 

saúde. Inicialmente, fornecemos uma visão geral da patologia, destacando sua importância, os 

tratamentos disponíveis e a necessidade de avanços tecnológicos na área médica. 

Adicionalmente, definimos os objetivos do estudo e introduzimos considerações éticas e 

regulatórias relacionadas à implementação dessas plataformas tanto na pesquisa quanto na 

indústria. Por fim, apresentamos as justificativas e contribuições deste trabalho, enfatizando a 

lacuna de conhecimento existente e os potenciais benefícios da utilização de OoCs no contexto 

específico das UPDs. 

CAPÍTULO II. MATERIAIS E MÉTODOS 

Na apresentação dos materiais e métodos, esperamos apresentar o estabelecimento de 

uma base sólida e transparente para a condução das revisões sistemáticas e o desenvolvimento 

de buscas acerca da legislação sobre OoCs no Brasil. Esperamos que estes processos 

metodológicos embasados contribuam para uma análise rigorosa das evidências disponíveis e 

forneça uma comunicação clara e impactante sobre o tema. Ainda, detalhamos os métodos 

empregados no desenvolvimento do desenho técnico para divulgação dos OoCs. Incluímos a 

definição dos objetivos do desenho, a seleção dos elementos visuais e o planejamento da 

organização das informações.  

CAPÍTULO III. ARTIGO: ORGAN-ON-A-CHIP FOR DIABETIC WOUND FOOT 

NEOVASCULARIZATION: A SYSTEMATIC REVIEW OF PRECLINICAL STUDIES AND FUTURE 

DIRECTIONS  

No terceiro capítulo, apresento uma revisão sistemática submetida à revista 

Translational Research, da editora Elsevier, com fator de impacto 7.8, que aborda a utilização 

de plataformas OoCs no contexto do pé diabético. Nessa revisão, investigamos estudos pré-
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clínicos que empregaram culturas de células 3D para reproduzir e analisar aspectos inerentes à 

fisiopatologia. Além disso, enfatizamos as futuras perspectivas de aplicação dessas tecnologias 

inovadoras no estudo e tratamento das UPDs. As evidências coletadas indicam que os OoCs 

têm o potencial de avançar significativamente a compreensão da patogênese das feridas, 

impulsionando novas estratégias terapêuticas e, consequentemente, melhorando os cuidados e 

a qualidade de vida dos pacientes afetados por essa condição debilitante. As perspectivas 

futuras são promissoras, com a expectativa de que a contínua evolução dos OoCs contribua 

para uma abordagem mais precisa e eficaz no tratamento dessas complicações diabéticas. 

CAPÍTULO IV. CAPÍTULO DE LIVRO – “BIXA ORELLANA L. AND ITS IMPLICATIONS IN HUMAN 

HEALTH: PERSPECTIVES AND NEW TRENDS” 

Esta revisão sistemática foi publicada em uma edição especial da editora Elsevier, no 

livro Studies in Natural Products Chemistry. Buscamos explorar o significado da planta Bixa 

orellana L. (BixO) no contexto da saúde humana [1]. Neste capítulo, são abordadas várias 

perspectivas e tendências emergentes relacionadas ao potencial impacto desta na cicatrização 

de feridas crônicas. 

Com o crescente interesse em remédios naturais e medicamentos à base de ervas, este 

capítulo lança luz sobre as propriedades farmacológicas, compostos bioativos e possíveis 

benefícios para a saúde que a BixO oferece. Ele também explora as últimas pesquisas e avanços, 

fornecendo uma visão esclarecedora de como esta planta pode ser aproveitada no 

desenvolvimento de novas intervenções terapêuticas, e contribuir para promover a saúde 

humana de maneiras inovadoras.  

Além disso, o trabalho possibilita novas perspectivas quanto à extrapolação e 

comparação dos resultados para plataformas 3D, como as OoCs. Combinar os conhecimentos 

desta revisão com o uso dessas plataformas pode aprimorar a compreensão do potencial da 

BixO no tratamento de UPD’s e, abrir novos caminhos para o desenvolvimento de terapias mais 

eficazes nessa área. 

CAPÍTULO V: DESENVOLVIMENTO DE UM DESENHO DE MARKETING CIENTÍFICO PARA 

DIVULGAÇÃO DE PLATAFORMAS ORGANS-ON-A-CHIP: FUNCIONAMENTO, APLICAÇÕES E 

POTENCIALIDADES 
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Este capítulo descreve o desenvolvimento de um desenho de marketing científico 

abrangente para divulgação das plataformas OoCs. Através dessa estratégia, busca-se promover 

a compreensão e conscientização sobre essas inovações tecnológicas avançadas, destacando 

seu potencial para impulsionar a pesquisa biomédica, o desenvolvimento de medicamentos e o 

avanço da medicina personalizada. 

CAPÍTULO VI: DISCUSSÃO DOS ASPECTOS ÉTICOS E REGULATÓRIOS DA IMPLEMENTAÇÃO DE 

PLATAFORMAS ORGANS-ON-A-CHIP NA PESQUISA TRANSLACIONAL NO BRASIL, 

CONSIDERANDO A VISÃO DA ENGENHARIA BIOMÉDICA NO PAÍS 

No sétimo capítulo, serão discutidas as questões éticas e regulatórias relacionadas à 

implementação de plataformas OoCs na pesquisa translacional no Brasil de maneira mais 

profunda. Serão abordados temas como o estabelecimento de diretrizes e regulamentos 

específicos para a utilização dessas tecnologias no Brasil, comparando com as evidências 

científicas de outros países. Será realizada uma análise das atuais políticas e normas 

regulamentadoras brasileiras, identificando desafios e possíveis soluções para a implementação 

ética e regulatória de OoCs na PTS. 

CAPÍTULO VII: CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O último capítulo dispõe sobre considerações finais acerca das contribuições dos artigos 

publicados e discussão ética e regulatória desta tecnologia na PTS. Apresentam-se as possíveis 

direções futuras de pesquisa e recomendações para a aplicação prática das descobertas obtidas 

por meio de OoCs, no cenário das UPDs. Ao estudar o sistema de translação de sistemas 

microfisiológicos em nível nacional, é possível compreender melhor os aspectos éticos 

envolvidos. Além disso, a regulação adequada desses dispositivos é essencial para garantir sua 

qualidade, segurança e eficácia. 
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1     INTRODUÇÃO 

 O desenvolvimento de novos medicamentos no âmbito da pesquisa 

translacional em saúde (PTS) é um processo longo, por vezes ineficiente e com altos custos 

envolvidos, que vai desde a descoberta de candidatos em bibliotecas adequadas, até as fases 

pré-clínica e clínica. A taxa de sucesso de novos compostos é estimada em apenas 5%, 

resultando em uma perda significativa de recursos anualmente. Além disso, a busca por 

melhores formas de administrar medicamentos é essencial para avanços em farmacodinâmica 

[2].  Os testes pré-clínicos convencionais são baseados em cultura de células in vitro 

bidimensional (2D), e modelos animais (in vivo). Modelos de cultura 2D tradicionalmente 

contam com baixa previsibilidade, devido ao microambiente celular limitado. São realizados 

com o intuito de avaliar a eficácia do composto a ser testado e estabelecer a toxicidade inicial. 

Já os modelos animais são utilizados para avaliar a toxicidade sistêmica, determinar a dosagem 

adequada, analisar a biodisponibilidade e fornecer um melhor panorama dos efeitos 

farmacológicos. Por sua vez, estão associados à altos custos, envolvem questões éticas 

importantes e demonstram baixa precisão, devido à discrepância genética entre as espécies [3]. 

Neste sentido, os dispositivos Organ-on-a-chip (OoC) podem oferecer um suporte útil 

em ambas as direções. Permitem a reprodução de características intrínsecas e extrínsecas de 

um órgão ou tecido, seu microambiente, barreiras biológicas; e possibilitam testar a eficácia, a 

solubilidade, a permeabilidade, a entrega direcionada e a toxicidade de medicamentos, 

preservando questões éticas e com resultados potencialmente mais adequados [4]–[6]. Foram 

desenvolvidos com o intuito de combinar o melhor de ambos os modelos tradicionais de 

experimentos pré-clínicos, cultivando células humanas em um modelo tridimensional (3D); 

incorporando forças físicas, hidrodinâmicas, mecânicas e elétricas através da microfluídica. 

Comportam a criação de modelos in vitro de subsistemas do corpo humano, concentrando-se 

na funcionalidade específica do órgão, e subsequente maturação necessária da cultura celular 

na mensuração das variáveis fisiológicas [5]. 

O contexto histórico das primeiras tentativas de integração da cultura de células e 

microfluídica data de meados de 2003 [5]. Um marco importante na adaptação de sistemas 

microfisiológicos para o desenvolvimento de medicamentos e estudos toxicológicos ocorreu 

em 2004, quando o grupo de Shuler [7] criou um modelo microfluídico de cultura de células 
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que era análogo a um modelo matemático de farmacocinética (PK), representando os órgãos 

do corpo como compartimentos interconectados. O objetivo deste modelo era estudar a 

absorção, distribuição, metabolismo, eliminação e toxicidade (ADMET) de substâncias 

químicas completamente in vitro, ao invés de utilizar animais, como é comumente feito na 

indústria farmacêutica. Esse grupo posteriormente desenvolveu vários tipos de dispositivos em 

microescala, contendo múltiplas câmaras de cultura, cada uma com um tipo de célula 

representando um órgão diferente (como pulmão, fígado, tecido adiposo, tumor) e conectadas 

por canais microfluídicos, imitando o acoplamento fisiológico in vivo [7]. 

Desde 2012, o National Institutes of Health (NIH) tem liderado o desenvolvimento de 

tecnologias OoC por meio de uma série de iniciativas. Estas incluem o desenvolvimento inicial 

de chips de tecido (2012-2014), a integração de plataformas OoC (2014-2017) e a validação 

independente das plataformas OoC atuais (2016-2018). Também buscam por melhorias na taxa 

de sucesso de novas terapias em ensaios clínicos, motivados pela falha em torno de 85% na 

segurança e eficácia. A iniciativa para ensaios clínicos (ECR) no OoC, através do programa 

“Clinical Trials on a chip”, apoia o uso destas tecnologia para planejamento e execução, 

estratificação de riscos e análise de previsibilidade em desfechos confiáveis. Além disso, o NIH 

tem colaborado com o Center for the Advancement of Science in Space (CASIS) em duas 

iniciativas para levar chips de tecido ao espaço, visando estudos em ambientes de 

microgravidade [5], [8].  

O aperfeiçoamento e a aplicação destes dispositivos ainda se encontra em estágios 

iniciais. Há desafios a serem superados, como a reprodução fiel das características complexas 

dos órgãos, a integração de múltiplos sistemas e a validação clínica dos resultados [6], [9], [10]. 

A expectativa é de que as colaborações contínuas entre governo, indústria, laboratórios de 

pesquisa acadêmica, entidades comerciais e agências reguladoras acelerem a adoção dos OoCs 

como parte dos fluxos de trabalho padrão da indústria. Essas parcerias são essenciais para 

impulsionar a inovação, a validação e a implementação dessa tecnologia promissora. A 

dissertação tem busca aprofundar a temática da incorporação de sistemas microfisiológicos na 

saúde e pesquisa translacional, tendo em vista os avanços internacionais nessa área. O foco será 

trazer para o âmbito nacional os principais pontos e aspectos relacionados à adoção dessas 

plataformas por órgãos regulamentadores brasileiros. Nos tópicos e capítulos a seguir, será 

analisado o contexto atual, identificando desafios e oportunidades, visando contribuir para o 

desenvolvimento e aprimoramento do uso desta inovação tecnológica no cenário brasileiro. 
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1.1 DA BANCADA À BEIRA DO LEITO: O PAPEL DA PESQUISA 

TRANSLACIONAL NA INOVAÇÃO DE PRODUTOS E FÁRMACOS PARA A SAÚDE 

A PTS surgiu com o intuito de otimizar o tempo entre a Pesquisa Básica e aplicação 

clínica dos resultados obtidos, sendo bem conhecida pelo termo em inglês bench to bedside (da 

bancada para a beira do leito). Essa área da ciência envolve o desenvolvimento de produtos 

científicos, como medicamentos, dispositivos médicos e meios de diagnóstico, com o objetivo 

de disponibilizá-los ao mercado. Além disso, também abrange o acesso a esses produtos pela 

população, considerando variações nas abordagens e práticas de saúde, bem como os impactos 

socioeconômicos [15], [16]. O objetivo principal da PTS é promover uma integração 

interdisciplinar de conhecimentos diversos, combinando especialidades e técnicas para 

aprimorar a prevenção, o prognóstico e as terapias em saúde. O foco é melhorar a oferta geral 

de cuidados, buscando aprimorar a eficiência e eficácia no tratamento e gerenciamento das 

condições de saúde e na assistência médica [17]. 

As etapas que envolvem a translação em Pesquisa não são totalmente definidas no 

Brasil, com poucos estudos relacionados ao tema. Todavia, a literatura aponta que estas são 

sobrepostas e complementares, o que torna difícil analisar o tempo empregado em cada uma 

fase. São indispensáveis para assegurar a correta utilização de orientações técnicas dos órgãos 

regulamentadores ou princípios éticos [15]. Os desafios enfrentados no país são inúmeros, 

começando pela baixa reprodutibilidade e falhas nas etapas da translação de pesquisas 

biomédicas, culminando com a baixa confiabilidade de resultados pré-clínicos. Muitos estudos 

não fornecem descrições completas incluindo randomização e cegamento dos pesquisadores, 

fluxo de animais e amostra, estado de saúde do animal antes do experimento, e motivos de 

exclusão [18]. 

A disponibilização de um medicamento para o público em geral, é longa e cheia de 

percalços. É iniciada pelos ensaios Pré-clínicos, in vitro e in vivo, e ensaios clínicos, contando 

com inúmeros testes de segurança e eficácia. É seguido de um pedido de registro e aprovação 

por autoridade sanitária regulamentadora local [15]. De maneira global, estima-se que são 

necessários ao menos 14 anos para a inclusão de potenciais fármacos no âmbito da Pesquisa, 

Desenvolvimento e Inovação (PD&I), com custos estimados entre US$ 1,3 bilhões e 1,8 

bilhões por medicamento. Ainda, apenas 12% dos fármacos que realizaram ensaios clínicos 

foram aprovados pela Food And Drug Administration (FDA) (Figura 1.1) [15].  
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O desenvolvimento de novos medicamentos é um processo complexo e desafiador. 

Infelizmente, muitos destes falham em testes clínicos de fase III ou demonstram efeitos 

colaterais graves após serem lançados no mercado. Esses fracassos e eventos adversos têm um 

impacto significativo na saúde dos pacientes e representam um enorme ônus financeiro para a 

indústria farmacêutica. Globalmente, estudos mostram que o custo médio de desenvolvimento 

de um novo medicamento ultrapassa a marca de US$ 1 bilhão. Esses custos onerosos estão 

relacionados aos longos períodos de pesquisa e desenvolvimento, aos testes clínicos rigorosos, 

à regulação governamental, à necessidade de garantir a eficácia e a segurança do medicamento, 

bem como aos riscos associados à falha do produto no mercado [5].  

 

Figura 1.1. Desafios e Custos no Desenvolvimento de Novos Medicamentos: Da Descoberta à Fase 

Clínica. Requer anos de pesquisa, alto investimento financeiro, equipe especializada e fases clínicas 

regulamentadas. Pode-se levar mais anos do que o previsto, dependendo de inúmeros fatores para 

que o fármaco seja comercializado. Fonte: Adaptado de: [19]. 

 

No Sistema Único de Saúde (SUS), a pesquisa translacional desempenha um papel 

crucial não apenas na avaliação de custo-efetividade, mas também na elaboração de diretrizes 

para a prática clínica. Estas levam em consideração o interesse da saúde coletiva, garantindo a 
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continuidade das práticas e ações em saúde e considerando os indicadores epidemiológicos 

relevantes [22]. Dessa forma, a PTS no contexto do SUS busca como desfecho a promoção da 

eficiência dos recursos e a qualidade dos cuidados oferecidos à população. Ao aliar a ciência à 

prática clínica, essa abordagem contribui para a melhoria contínua dos serviços de saúde e para 

o enfrentamento de desafios complexos na área da saúde pública. [15].  

No Brasil, o processo de validação de medicamentos é conduzido pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), que é responsável por garantir a segurança, 

eficácia e qualidade dos medicamentos disponíveis no mercado brasileiro. A validação de 

fármacos ou equipamentos em saúde no país ocorre em etapas distintas, seguindo um conjunto 

de diretrizes e regulamentações estabelecidas pelo órgão, com base em evidências científicas e 

em conformidade com padrões internacionais. A primeira etapa consiste em experimentos pré-

clínicos, no qual os medicamentos são submetidos a estudos in vitro e em animais para avaliar 

sua atividade farmacológica, toxicidade e perfil de segurança inicial. Esses dados pré-clínicos 

são submetidos à ANVISA como parte do processo de registro do medicamento [20]. 

O próximo passo consiste na realização de estudos clínicos, nos quais os medicamentos 

são testados em seres humanos para avaliar sua eficácia e segurança. Esses estudos são 

conduzidos em conformidade com protocolos pré-aprovados e envolvem a participação de 

voluntários saudáveis ou de pacientes com a condição médica-alvo. Os resultados dos estudos 

clínicos são submetidos na plataforma como parte do processo de registro do fármaco ou 

equipamento. Além dos estudos pré-clínicos e clínicos, também há a avaliação das informações 

relacionadas à fabricação e controle de qualidade. A agência realiza inspeções nas instalações 

de fabricação para verificar o cumprimento das diretrizes regulatórias [20]. Na Figura 1.2, é 

apresentado um esquema das principais fases do processo de aprovação de um fármaco junto 

à agência regulamentadora ANVISA. 
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Figura 1.2. Principais etapas do processo de Pesquisa Translacional de um fármaco ou produto 

através da A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). 1. Desenvolvimento e pesquisa: O 

primeiro passo é realizar pesquisas e estudos para desenvolver o equipamento médico ou fármaco. 

Isso inclui testes em laboratório, estudos pré-clínicos e ensaios clínicos em seres humanos, de acordo 

com os padrões de segurança e eficácia. 2. Solicitação de registro ou cadastro: Após concluir as etapas 

de pesquisa e desenvolvimento, o fabricante ou empresa responsável deve fazer a solicitação de 

registro ou cadastro do equipamento médico ou fármaco junto à ANVISA. Essa solicitação deve 

incluir dados e informações detalhadas sobre o produto, incluindo estudos de segurança, eficácia e 

qualidade. 3. Análise documental: A ANVISA realiza uma análise documental inicial para verificar 

se a solicitação está completa e se todos os requisitos legais foram atendidos. Caso a documentação 

esteja incompleta, a empresa é notificada para fazer as correções necessárias. 4. Avaliação técnica: 

Após a análise documental, a ANVISA realiza a avaliação técnica do equipamento médico ou 

fármaco. Isso envolve a revisão dos estudos e dados fornecidos pela empresa, verificação da 

conformidade com os requisitos regulatórios e avaliação da segurança, eficácia e qualidade do 

produto. 5. Inspeção: Em alguns casos, a ANVISA pode realizar inspeções nas instalações de 

fabricação do equipamento médico ou fármaco para garantir que estejam em conformidade com as 

boas práticas de fabricação e com os requisitos regulatórios. 6. Análise e deliberação: Com base na 

avaliação técnica e, se necessário, nas inspeções realizadas, a ANVISA delibera sobre a aprovação do 

registro do produto. Essa deliberação pode resultar em aprovação, solicitação de informações 

adicionais ou recusa. 7. Emissão do registro ou cadastro: Se aprovado, é emitido o registro ou 

cadastro. O registro é concedido para produtos de maior risco, enquanto o cadastro é destinado a 

produtos de menor risco, mas ainda sujeitos à regulamentação sanitária. 8. Monitoramento pós-

comercialização: Após a aprovação e a comercialização do equipamento ou medicamento, a ANVISA 

monitora continuamente a segurança e eficácia por meio de relatórios de eventos adversos e outras 

formas de monitoramento pós-comercialização. A empresa também é responsável por relatar 

quaisquer eventos adversos à ANVISA. Fonte: O autor, baseado em: [20] [21]. 
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1.2 ORGAN-ON-A-CHIP: UMA ABORDAGEM REVOLUCIONÁRIA NA 

REPRODUÇÃO DE ÓRGÃOS HUMANOS 

 A cultura de células é amplamente utilizada na pesquisa e indústria, sendo 

indispensável na produção de potenciais fármacos e inúmeros testes de segurança biológica. O 

seu uso iniciou em meados do século XX, através dos experimentos de Harrison com sua 

investigação sobre o desenvolvimento de fibras nervosas de um sapo colocando-as sobre um 

prato e examinando-as. Na década de 1920, Carrel e Ebeling estabeleceram critérios de assepsia 

e métodos de subcultura, e em 1950 finalmente o cultivo celular em ambiente artificial foi 

realizado pelo Pesquisador Gey. Apesar de serem facilmente reproduzidas, a cultura de células 

2D apresenta limitações como a falta de arquitetura celular próxima da realidade, e um contexto 

ambiental simplista e em monocamadas, impossibilita a análise de interações celulares e vários 

processos biológicos [9]. Além disso, fornecem baixa precisão na previsão de funções de 

tecidos vivos e ações medicamentosas [11].  

O pesquisador precursor da utilização do termo OoC e aprimoramento da tecnologia 

para a medicina personalizada foi o Dr. Donald E. Ingber, do Instituto Wyss, da Universidade 

de Harvard, em 2011. Ingber propôs a ideia de que, assim como os componentes eletrônicos 

são integrados em um chip, as células e tecidos poderiam ser combinados em um dispositivo 

em miniatura para simular a função de um órgão. A abordagem tinha o potencial de 

revolucionar a forma como compreendemos e tratamos doenças, possibilitando o 

desenvolvimento de terapias preventivas e curativas para patologias subjacentes, o que poderia 

contribuir para avanços na medicina personalizada [12]. 

Devido às limitações e questões éticas que envolvem os modelos pré-clínicos 

tradicionais, a busca por modelos in vitro mais complexos foram sendo de maior interesse na 

Pesquisa. Assim, desenvolveram-se modelo de cultura de células 3D, com possibilidades de 

análises mais precisas relacionadas a complexidade espacial e química dos tecidos vivos. Em 

relação aos modelos 2D, os 3D podem capturar melhor as vias de sinalização e a capacidade 

de resposta farmacológica de substâncias [7]. Desenvolvida há mais de 50 anos, as culturas 3D 

geralmente dependem do uso de hidrogéis, que são obtidos por meio de compostos de 

moléculas naturais da matriz extracelular (ECM) ou polímeros sintéticos. Os hidrogéis, por sua 

vez, são responsáveis por induzir a polarização das células e interação com as células vizinhas. 
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Podem ter diferentes formatos, como células intercaladas aleatoriamente na ECM, ou agrupada 

em estruturas celulares como os Organoides [7], [13]. 

As culturas de células 3D são frequentemente realizadas em suspensão, ou seja, sem 

um suporte sólido, por várias razões como: i) mimetizar o ambiente tridimensional: Ao cultivar 

as células em suspensão, elas têm a liberdade de se organizar e interagir em um ambiente mais 

semelhante ao que encontrariam no corpo humano, onde as células estão suspensas em fluidos 

biológicos como sangue, linfa ou líquido intersticial. Isso permite que as células se comportem 

de maneira mais natural e formem estruturas tridimensionais sem a influência de uma matriz 

sólida; ii) formação de esferoides ou organoides; iii) maior interação celular, permitindo a 

comunicação e a troca de sinais, essenciais para o funcionamento normal dos tecidos e órgãos; 

iv) maior acesso a nutrientes e oxigênio, uma vez que podem estar expostas a meios de cultura 

ou fluidos que permitem uma melhor difusão desses elementos vitais; v) facilidade de 

manipulação em termos de cultivo, expansão e transferência  [14] 

A diferença fundamental entre as culturas de células 2D e 3D está na presença e 

organização da matriz extracelular (MEC). Nas culturas 2D, as células crescem e se proliferam 

em uma superfície plana, como placas de cultura ou lâminas de vidro revestidas com uma 

camada fina de proteína, como colágeno ou gelatina. Nesse ambiente, as células estão em 

contato direto com o substrato, mas a estrutura tridimensional da MEC é ausente ou limitada. 

Isso pode afetar a forma como as células se comportam e se diferenciam, resultando em 

respostas celulares diferentes das encontradas no corpo humano. Por outro lado, nas culturas 

3D, as células são cultivadas em um ambiente que permite a formação de uma MEC 

tridimensional que se assemelha mais ao ambiente fisiológico dos tecidos humanos. Além 

disso, a MEC tridimensional pode influenciar a diferenciação celular, o metabolismo, a 

proliferação, a migração e a resposta a estímulos externos de maneira mais semelhante aos 

tecidos in vivo [12] (Figura 1.3).  
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Figura 1.3. A importância do ambiente 3D para a engenharia da função celular. A composição da 

MEC, incluindo colágeno, proteoglicanos e proteínas matricelulares, desempenha papéis essenciais 

no controle da adesão, migração e diferenciação celular. Além disso, a presença de proteínas 

morfogenéticas ligadas à matriz e a perfusão do meio de cultura do tecido também têm influência na 

regulação dos processos celulares e gradientes bioquímicos locais). Fonte: [12], p.2. 

 

Diversas linhagens celulares podem ser incorporadas na cultura de células OoCs, 

dependendo do tipo de tecido ou órgão que se deseja modelar. Podem ser derivados de células-

tronco embrionárias (CTEs), células-tronco pluoripotentes induzidas (CTPs), células-tronco 

neonatais ou adultas (CTNAs) [14]. Considerando a crescente importância e o potencial 

impacto dos estudos com a tecnologia, é essencial que os pesquisadores envolvidos nessa área 

busquem a aprovação e orientação do Comitê de Ética em Pesquisa. Ao fazer isso, eles 

demonstram comprometimento com a integridade da pesquisa, a proteção dos participantes e a 

garantia de resultados confiáveis e éticos. 

Existem limitações relacionadas à microfabricação, que estão ligadas principalmente 

aos métodos utilizados, os quais frequentemente são demorados e requerem montagem manual. 

Essas trazem impacto direto na produção em larga escala e na validação do dispositivo. A 

necessidade de processos manuais aumenta o tempo e os custos envolvidos na fabricação, 

dificultando sua aplicação em estudos de alto rendimento e tornando desafiadora a obtenção de 
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resultados consistentes e replicáveis [10] (Figura 1.4). Portanto, é crucial desenvolver técnicas 

de microfabricação mais eficientes e automatizadas para superar essas limitações e permitir a 

produção em escala, tornando-os mais acessíveis e viáveis para a pesquisa e desenvolvimento 

de novos fármacos e terapias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Métodos de Fabricação para Chips Microfluídicos. (a) Moldagem por réplica cria 

carimbos com formas complementares a padrões gravados em chips de silício por fotolitografia. Uma 

fina camada uniforme de material fotossensível (fotorresiste) é aplicada por centrifugação em um 

chip de silício, que é então sobreposto por uma máscara fotográfica (por exemplo, uma placa de vidro 

transparente com camadas opacas de cromo) com um padrão microscópico gerado por software de 

design assistido por computador. A máscara fotográfica protege algumas regiões do fotorresiste e 

expõe outras durante a exposição à luz ultravioleta (UV) de alta intensidade. O material exposto à luz 

UV se dissolve em uma solução de revelador, deixando o padrão microscópico gravado no 

fotorresiste. Carimbos elastoméricos com uma topografia superficial complementar à superfície 

gravada são criados por uma técnica de moldagem por réplica, na qual um pré-polímero líquido de 

Polidimetilsiloxano (PDMS) é moldado sobre o padrão de fotorresiste gravado, polimerizado e 

removido. O carimbo de PDMS pode ser usado para a impressão microcontato de moléculas da MEC 

em qualquer substrato, incluindo aqueles dentro de dispositivos microfluídicos (não mostrados). (b) 

Um dispositivo microfluídico de canal único é fabricado criando um carimbo de PDMS com duas 

entradas, um único canal principal e uma saída e selando-o conformalmente a um substrato plano de 

vidro. Uma fotografia de um dispositivo de cultura microfluídica de duas câmaras, com corantes 

vermelho e azul sendo perfundidos por canais superiores e inferiores, é mostrada à direita. Os canais 

laterais transparentes são usados para aplicar sucção cíclica para distorcer ritmicamente a membrana 

central flexível e as células aderentes. Fonte: [7], p. 2. 
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1.3 IMPLICAÇÕES LEGISLATIVAS SOBRE MÉTODOS ALTERNATIVOS AO USO DE 

ANIMAIS NA PESQUISA CIENTÍFICA BRASILEIRA 

Os métodos alternativos ao uso de animais em pesquisa têm recebido crescente atenção 

e desenvolvimento nos últimos anos. Antes da promulgação da legislação brasileira sobre o uso 

de animais em laboratórios, o assunto era abordado nacionalmente apenas por meio da lei que 

trata das sanções penais e administrativas decorrentes de condutas prejudiciais ao meio 

ambiente (Lei nº 9.605, de 12 de fevereiro de 1998) [22]. Ela estabelece que é punível com 

detenção e multa a execução de procedimentos dolorosos e cruéis, mesmo que com fins 

educacionais ou científicos, quando existirem recursos alternativos [23].  

O Brasil tem progredido no desenvolvimento e validação de técnicas alternativas que 

visam substituir completamente o uso de animais em testes ou reduzir e aprimorar sua 

utilização. O CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal) possui a 

Câmara Permanente de Métodos Alternativos ao Uso de Animais, juntamente com a RENAMA 

(Rede Nacional de Métodos Alternativos) e o BraCVAM (Brazilian Center for the Validation 

of Alternative Methods). Essas entidades regulam e coordenam o desenvolvimento e validação 

de métodos alternativos em âmbito nacional [24]–[26].  

A Lei Arouca (n º 11.794, de 8 de outubro de 2008) foi criada para regulamentar o inciso 

VII do § 1º do art. 225 da Constituição Federal, estabelecendo procedimentos para o uso 

científico de animais, e revogou a Lei nº 6.638, de 8 de maio de 1979. Suas disposições tratam 

de limitações a estudos científicos utilizando animais, garantindo ética em seu manuseio. A 

fiscalização da sua aplicação nos ambientes de ensino institucionais é realizada pelo CONCEA, 

em parceria com os Comitês de Ética no Uso de Animais – CEUA’s, que estão inseridos dentro 

das instituições de Pesquisa [27]. 

Apesar da lei Arouca ter se tornado uma ferramenta jurídica indispensável à proteção 

dos animais durante os experimentos científicos, ela não dispõe de princípios relacionados as 

diretrizes internacionais dos 3R’s – Redução (Replacement), Substituição (Reduction) e 

Refinamento (Refinement) (Quadro 1.1). A primeira publicação que abordou estes princípios 

éticos foi o livro The principles of humane experimental tecnique. Publicado em 1959, o 

zoólogo William Russell e o microbiologista Rex Burch trouxeram ideais que buscavam 

melhorar o tratamento de animais na pesquisa, ao mesmo tempo em que sugeriam avanços nas 

metodologias e testes científicos [28]–[30].  

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-2010/2008/lei/l11794.htm
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Quadro 1.1. Descrição dos Princípios dos 3Rs. Esses Princípios dos 3Rs são fundamentais para 

garantir a ética e a responsabilidade na pesquisa científica, buscando minimizar o uso de animais, 

reduzir seu sofrimento e promover métodos substitutivos que possam fornecer resultados científicos 

robustos. As plataformas OoC se alinham a esses princípios, oferecendo uma alternativa promissora 

para a pesquisa translacional, que visa avanços científicos e médicos, enquanto respeita a proteção e 

o bem-estar dos animais. 

 

Princípio 

 

 

Descrição 

Substituir 

(Replace) 

• Busca por métodos alternativos que evitem ou reduzam a necessidade de animais vivos 

em experimentos.  

• Desenvolvimento e a utilização de técnicas substitutivas, como modelos celulares, 

culturas de tecidos, modelos computacionais, estudos epidemiológicos, testes in vitro 

e métodos de pesquisa não animais sempre que possível 

 

Reduzir  

(Reduce) 

 

• Refere-se à minimização do número de animais utilizados em experimentos 

• Envolve a adoção de técnicas e estratégias que permitem obter resultados científicos 

robustos usando o menor número possível de animais.  

• Tamanho da amostra otimizado.  

• Há compartilhamento de dados e informações entre pesquisadores e a replicação de 

estudos podem contribuir para reduzir a necessidade de novos experimentos com 

animais 

Refine  

(Refinar) 

• O princípio se concentra na melhoria das técnicas experimentais para minimizar ou 

eliminar o sofrimento e o desconforto dos animais utilizados. 

• Implementação de procedimentos e práticas que reduzam a dor, o estresse e o impacto 

negativo na saúde e no bem-estar dos animais 

Fonte: Adaptado de [28], [29]. 

 

A Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório e o Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal – SBCAL/COBEA foi fundada em 1983, com a missão de proteger 

os animais de laboratório do uso inadequado. Auxilia na fiscalização da legislação vigente, 

além de ter papel fundamental no estímulo ao desenvolvimento científico e tecnológico no 

âmbito experimental [31].   Desde 2014, através da Resolução Normativa 17 – RN 17, passou 

a levar em os princípios éticos dos 3R’s [28], [32]. 

Até o momento, o CONCEA publicou quatro Resoluções Normativas reconhecendo 41 

métodos alternativos validados internacionalmente, com o objetivo de substituir parcial ou 

integralmente o uso de animais em pesquisa. As aplicações específicas desses métodos, bem 

como a determinação de substituição total, parcial ou redução do uso de animais, são descritas 

em cada método e devem ser seguidas de acordo com as diretrizes estabelecidas na Resolução 

Normativa Concea nº 54. Após o reconhecimento pelo CONCEA, é estabelecido um prazo de 

até cinco anos para a substituição obrigatória do método original pelo método alternativo. Em 

24 de fevereiro de 2023, o CONCEA deu um passo adiante ao publicar a Resolução Normativa 
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nº 58, que proíbe o uso de animais em pesquisa científica e no desenvolvimento e controle de 

qualidade de produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes que contenham ingredientes 

ou compostos com segurança e eficácia já comprovadas. Além disso, essa resolução torna 

obrigatório o uso de métodos alternativos reconhecidos em pesquisas científicas e no 

desenvolvimento e controle de qualidade de produtos que contenham ingredientes ou 

compostos cuja segurança ou eficácia não tenham sido comprovadas. Essa medida busca 

harmonizar a utilização de animais no desenvolvimento e controle de produtos cosméticos, 

alinhando-se aos padrões internacionais, uma vez que o uso de testes com animais para o 

desenvolvimento de cosméticos já é proibido em várias partes do mundo [24]. 

 

1.4 CONSIDERAÇÕES REGULATÓRIAS DA FDA SOBRE MODELOS DE CULTURA 

3D 

A FDA (Food and Drug Administration) é uma referência mundial em regulamentação 

de dispositivos médicos e medicamentos [33]. Embora esta dissertação se concentre na 

legislação brasileira, é relevante fazer comparações e análises com as práticas e diretrizes da 

FDA para entender as tendências internacionais e possíveis lacunas regulatórias no contexto 

brasileiro, a sem discutidas no capítulo VI. A FDA tem um papel fundamental na avaliação de 

novas tecnologias, incluindo o OoC, e suas diretrizes e pesquisas em desenvolvimento podem 

fornecer insights valiosos para os pesquisadores e reguladores brasileiros. Além disso, a 

colaboração e harmonização regulatória entre diferentes agências nacionais e internacionais é 

um aspecto importante para promover o avanço e a aceitação de tecnologias como o OoC em 

escala global. 

Desde 2010, a U.S. Food and Drug Administration (FDA) tem se envolvido no 

desenvolvimento de modelos de cultura in vitro 3D. Isso inclui o apoio financeiro ao Instituto 

Wyss [34], além da colaboração com a Agência de Projetos de Pesquisa Avançada de Defesa 

(DARPA). Em 2017, a FDA lançou seu Plano de Toxicologia Preditiva, buscando reduzir o uso 

de testes em animais e promover o desenvolvimento de métodos alternativos [35]–[37]. A FDA 

continua seu envolvimento com a tecnologia de OoCs, implantando chips em seus laboratórios 

e buscando integrar dados de modelos de cultura em decisões regulatórias. O relatório discutiu 

estratégias para usar a ciência do século XXI para promover o desenvolvimento e a avaliação 

de métodos toxicológicos emergentes, bem como novas tecnologias, e incorporá-los à revisão 
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regulatória da FDA. O plano enfatizou que os usuários finais da nova tecnologia, ou seja, os 

reguladores, devem estar envolvidos desde o início para que essas tecnologias sejam eficazes. 

[35], [36]. 

Com esse objetivo, a FDA estabeleceu um Grupo de Trabalho de Métodos Alternativos, 

que está desenvolvendo uma estratégia direcionada para a transição para o uso de métodos 

alternativos nos testes regulatórios. Sistemas microfisiológicos de diversos fornecedores 

acadêmicos e comerciais foram implantados em laboratórios de pesquisa da FDA, e 

pesquisadores da FDA se reúnem mensalmente para discutir os avanços nesse espaço de 

tecnologia em rápida evolução. O objetivo está associado a eventualmente, ajudar os na 

formulação de critérios de desempenho regulatório. Essa experiência prática no 

desenvolvimento de tecnologia, como descrito acima em relação a um modelo de fígado em 

um chip para avaliação de toxicidade e farmacocinética, é um componente crítico da estratégia 

da FDA para entender como os dados de modelos de cultura podem eventualmente ser 

incorporados em decisões regulatórias[35]–[37]. Na Figura 1.5 há um esquemático de 

considerações regulatórias importantes relacionadas ao FDA. 
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Figura 1-1. Considerações regulatórias para o uso de modelos de cultura celular 3D. Ilustração 

esquemática de questões específicas sobre seleção de modelos 3D, incluindo aplicação geral, contexto 

específico de uso e validade do modelo, para auxiliar na discussão com a FDA. Figura criada com o 

Biorender. Fonte: Adaptado de [35], p. 52. 

 

A Lei de Modernização da FDA 2.0 é uma iniciativa legislativa focada em incorporar 

tecnologias não animais no quadro regulatório da FDA. Visa abordar a necessidade de métodos 

de testes alternativos que possam substituir ou reduzir o uso de animais na avaliação da 

segurança e eficácia de produtos. Ao trazer tecnologias não animais para a mesa regulatória, a 

lei busca modernizar a abordagem da FDA em relação aos testes e aprovação de produtos, 

promovendo o desenvolvimento e uso de métodos inovadores e relevantes para seres humanos. 

Essa mudança tem o potencial de melhorar a eficiência, precisão e padrões éticos do processo 

regulatório, ao mesmo tempo em que impulsiona os avanços científicos na pesquisa biomédica 

e desenvolvimento de produtos[38]. 

 

1.5 REGULAMENTAÇÃO BRASILEIRA DE ORGAN-ON-A-CHIP 

A cultura de células 3D de órgãos é uma tecnologia em desenvolvimento que apresenta 

grandes possibilidades no campo da medicina regenerativa. No entanto, os formuladores de 

políticas em todo o mundo enfrentam desafios ao tomar decisões regulatórias nesse novo 

espaço. A falta de informações abrangentes dificulta a criação de diretrizes regulatórias 

consistentes. Embora diferentes países adotem abordagens distintas, muitos compartilham 

preocupações semelhantes relacionadas à segurança e eficácia. Para avançar nesse campo, os 

reguladores precisam obter mais informações sobre os riscos e benefícios envolvidos, a fim de 

determinar se as estruturas regulatórias existentes são adequadas para lidar com as 

preocupações de segurança e qualidade associadas a essa tecnologia inovadora. 

Atualmente, no contexto regulatório brasileiro, há algumas iniciativas isoladas de 

startups e indústrias relacionadas à bioimpressão, porém, ainda não existe um programa 

unificado de pesquisa e desenvolvimento específico para essa área. É importante incentivar a 

criação de uma rede funcional e saudável no país, que envolva diferentes atores, como 

empresas, instituições de pesquisa, universidades e agências reguladoras. Uma abordagem 

colaborativa e coordenada entre essas partes é fundamental para promover avanços no campo 

da bioimpressão e estabelecer diretrizes regulatórias adequadas. 
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No entanto, as normas gerais da ANVISA aplicáveis ao desenvolvimento, fabricação e 

uso de dispositivos médicos podem ser consideradas para a regulamentação desse tipo de 

tecnologia podem incluir: 

• RDC 185/2001: Estabelece requisitos para o registro, cadastro e notificação de 

dispositivos médicos no Brasil. Apesar de não mencionar especificamente os OoCs, 

essa norma define os procedimentos para a comercialização de dispositivos médicos 

em território nacional [39]. 

• RDC 16/2013: Dispõe sobre os requisitos de boas práticas de fabricação para 

dispositivos médicos. Embora não seja específica para OoC, essa norma estabelece os 

padrões para a fabricação de dispositivos médicos, garantindo a qualidade e segurança 

dos produtos [40]. 

• RDC 36/2015: Regulamenta o uso de materiais de uso em saúde, incluindo materiais 

biocompatíveis utilizados em dispositivos médicos. Essa norma pode ser relevante para 

a seleção e utilização de materiais adequados nos OoCs [41]. 

É importante destacar que a regulamentação de dispositivos médicos está em constante 

evolução, e pode envolver a colaboração e a coordenação entre diferentes órgãos reguladores, 

visando assegurar a segurança, eficácia e qualidade dessa tecnologia. A conformidade com as 

normas e regulamentações estabelecidas pelos órgãos competentes é essencial para a utilização 

e comercialização do OoC no país. 

Promovendo a metrologia, a qualidade e a segurança de produtos e serviços no Brasil, 

o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro) é responsável por 

certificar produtos, avaliando sua conformidade com requisitos específicos. Essas avaliações 

englobam uma ampla gama de produtos, como eletrodomésticos, brinquedos, equipamentos de 

proteção individual e dispositivos médicos. No entanto, até o momento atual, não foram 

especificadas regulamentações para sistemas microfisiológicos [42].[42].  

A emergente tecnologia OoC apresenta um grande potencial para revolucionar a 

pesquisa e o desenvolvimento de fármacos, proporcionando uma alternativa promissora aos 

testes tradicionais em animais. Embora ainda não haja disposição de uma regulamentação 

específica para OoC no Brasil, é importante ressaltar que os dispositivos médicos, incluindo 

aqueles baseados em tecnologia de chips, estão sujeitos a regulamentações gerais de segurança 
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e qualidade. Isso inclui as conformidades com as normas técnicas e requisitos estabelecidos 

com entidades reguladoras como a Anvisa, Inmetro e CONCEA. 

 

1.6 ESTUDO DE CASO: APLICAÇÕES DE ORGAN-ON-A-CHIP NO CONTEXTO 

DO PÉ DIABÉTICO 

A Diabetes Mellitus (DM) é considerada uma das doenças crônicas mais prevalentes 

nas últimas décadas, muitas vezes associada a quadro de obesidade. Sua etiologia é complexa 

e multifatorial. Caracteriza-se por níveis elevados de glicose no sangue devido a uma 

resistência do corpo à absorção da glicose ou à produção insuficiente da insulina. A insulina é 

um hormônio produzido pelo pâncreas e desempenha um papel fundamental na absorção da 

glicose sanguínea, utilizada como fonte de energia pelo organismo [43]–[45]. A prevalência 

global de DM em adultos de 20 a 79 anos de idade foi estimada em 425 milhões em 2017, 

sendo o DM tipo 2 a principal causa desse aumento. Projeções indicam que até o ano de 2045, 

esse número pode aumentar em 48%, chegando a 629 milhões de casos. Em regiões com 

condições socioeconômicas mais precárias, espera-se um aumento relativo tanto em casos 

diagnosticados quanto em casos não diagnosticados de diabetes (entre 37% e 77%) [46].  

O ônus socioeconômico associado a patologia se agrava em diferenças regionais 

profudas. As desigualdades socioeconômicas impactam sobre o acesso à saúde com equidade. 

Levando em consideração que em países de baixa renda  há uma maior concentração de taxas 

de morbimortalidade, este é um fator que afeta diretamente a qualidade de vida e prognóstico 

do paciente [47]. De acordo com a International Diabetes Federation (IDF), o panorama 

brasileiro de adultos diagnosticados em 2021 era de aproximadamente 149.916,8, e, há 

expectativa para que em 2030, este número passe a ser em torno de 161.892,7 diabéticos. Ainda, 

o número de mortes atribuídas à DM no ano de 2021 foi de 214.175,0 [48]. Em 2018, Os custos 

totais de hipertensão, diabetes e obesidade no SUS alcançaram 3,45 bilhões de reais (R$) 

(IC95%: 3,15 a 3,75) [49] (Figura 1.6). 
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Figura 1-2 Gráfico de estimativas de diabetes (20-79 anos) - Pessoas com diabetes, em 1.000. O 

gráfico fornece uma representação visual das estimativas do número de pessoas afetadas pela 

doença em diferentes períodos. Em 2021, haviam em torno de 15.733,6 portadores de DM. Em 

2030, estima-se um aumento exponencial de 19.224,1, enquanto em 2045 este número poderá 

chegar a 23.223,6 indivíduos acometidos. Fonte: [48]. 

 

Uma das complicações mais comuns e mais graves da DM trata-se do Pé Diabético 

(UPD). É definida como um ruptura na epiderme em uma pessoa com diabetes [50]. Existem 

poucas evidências disponíveis sobre o impacto econômico do Pé Diabético no Brasil. Em um 

estudo publicado em 2018, foi realizado um levantamento dos custos anuais relacionados ao 

tratamento dessa condição. Os pesquisadores concluíram que em 2014 (com uma taxa de 

câmbio de 1 Int$ = R$ 1,748), o Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro foi de $ 3,307 trilhões, 

dos quais 8,3% ($ 274,48 bilhões) foram destinados à saúde. Desse total, os gastos públicos 

com saúde representaram 42,5% ($ 116,73 bilhões). De acordo com o estudo, estimamos que 

os custos médicos diretos anuais do Pé Diabético em 2014 foram de Int $ 361 milhões, o que 

corresponde a 0,31% dos gastos públicos com saúde nesse período. Considerando apenas os 

gastos com internações pelo Sistema Único de Saúde (SUS), o governo federal desembolsou 

R$ 7,414 bilhões em 2014. Portanto, as internações relacionadas ao Pé Diabético representaram 

0,37% desse valor [51]. 

A amputação é uma complicação que ocorre em estágios avançados do diabetes mal 

gerenciado a longo prazo e, frequentemente, reflete a falta de acesso adequado, prestação e 

aceitação de cuidados relacionados ao diabetes. Os efeitos combinados da desvantagem 
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socioeconômica, outros determinantes sociais da saúde e o racismo estrutural são responsáveis 

por disparidades marcantes nas taxas de amputação entre diferentes raças, etnias e status 

socioeconômico [50]. 

Em estimativas mundiais, dados de 2015 revelam que 9,1 milhões a 26,1 milhões de 

pessoas com diabetes em todo o mundo irão desenvolver úlceras nos pés. A incidência de UPD 

em diabéticos ao longo da vida é de aproximadamente 19-34% [51]. Sua evolução culmina 

com disfunções microvasculares (como a neuropatia, nefropatia e retinopatia) e 

macrovasculares (como doença arterial coronariana, doença da artéria carotídea, e doença 

vascular periférica) [52], [53]. Estas complicações tradicionais causam impactos substanciais 

na qualidade de vida do portador, e para os sistemas de saúde mundiais. Não obstante, há novas 

evidências de um aumento de um conjunto de complicações distintas, que incluem câncer, 

deficiência cognitiva e funcional, apneia obstrutiva do sono (AOS), doença hepática gordurosa 

não alcóolica e depressão [43] (Figura 1.7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7. Principais complicações tradicionais e complicações emergentes da Diabetes Mellitus. 

As complicações tradicionais incluem: 1) doença renal diabética, 2) retinopatia, 3) neuropatia 

periférica, 4) doença coronariana e insuficiência cardíaca, 5) acidente vascular cerebral e 6) doença 

vascular periférica. As complicações periféricas trata-se de: 7) câncer, 8) infecções, 9) doença 

hepática, 10) incapacidade funcional, 11) deficiência cognitiva e 8) transtornos afetivos. Esta não é 

uma lista exaustiva de complicações associadas à diabetes. Fonte: O autor, adaptado de [43], p. 526 
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Uma das complicações mais frequentes e preocupantes da DM é a Úlcera do Pé Diabético 

(UPD). A etiologia subjacente da UPD é classificada em 3 tipos: i) neuropática (associada a 

NP), ii) neuroisquêmica (presença de NP e DAP) e iii) isquêmica (quando há presença de DAP) 

[50]. Na maioria dos casos, é resultante de pequenos traumas repetitivos, podendo ser 

ocasionada também por alterações na marcha relacionadas a neuropatia periférica, fricção e 

cisalhamento de calçados, lesão não reconhecida associada a quadro de alteração na 

sensibilidade plantar, e deformidades estruturais como a neuropatia de Charcot. ao menos 

parcial da derme [50]. Apesar da fisiopatologia ainda não ser completamente elucidada, as 

evidências apontam que está associada a aterosclerose, funcionamento comprometido de várias 

células da pele e neuropatia periférica. Além disso, também tem sido associada a complicações 

vasculares e disfunção das células endoteliais [54]–[56] (Figura 1.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Exemplos característicos de lesões pré-ulcerativas (A), neuropáticas (B e C), 

neuroisquêmicas (D-F) e isquêmicas (H-I) do pé diabético. As lesões mais superficiais ou profundas, 

que não afetam o tecido dérmico, são consideradas pré-ulcerativas, porém apresentam um alto risco 

de progressão para uma úlcera do pé diabético. Fonte: [50], p. 210. 
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A UPD é de difícil cicatrização, com tempo médio em torno de 3 a 12 meses, o que 

frequentemente pode ser estendido quando há presença de infecções ou outras gravidades. As 

taxas de recorrência após um ano são em média 25%, 3 anos chegam a 44%, e 05 anos de 50 a 

65%. A Diabetes é o principal fator de risco para amputações de membros inferiores em adultos 

nos EUA, com algumas regiões do mundo aumentando em 50% o número de amputados. A 

DFU afeta desproporcionalmente os adultos mais jovens e os grupos negros e hispânicos, o que 

revela uma preocupante realidade de desigualdade social [50].  

A hiperglicemia interrompe processos críticos para a cicatrização, ou seja, a síntese 

proteica, migração e proliferação de queratinócitos e fibroblastos. Em pacientes com UDP, a 

expressão de várias proteínas de queratinócitos relacionadas à reepitelização é interrompida, 

incluindo proteínas de queratina do citoesqueleto (K2, K6 e K10), que são importantes para a 

diferenciação dos queratinócitos, e uma proteína precursora da cadeia α3 da laminina-5 (LM-

3A32), que regula a ligação das células epiteliais à membrana basal. Posteriormente, a redução 

de LM-3A32 perturba a sobrevivência e diferenciação dos queratinócitos e, portanto, a 

cicatrização [54] (Figura 1.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Fisiopatologia de feridas diabéticas. Feridas diabéticas apresentam angiogênese 

desregulada, resposta inflamatória crônica, níveis aumentados de espécies reativas de oxigênio e 

colonização bacteriana persistente, frequentemente evoluindo para um biofilme de difícil tratamento. 

Fonte: [54], p. 02. 
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A importância dos avanços científicos no manejo da úlcera do pé diabético é 

imensurável, especialmente quando consideramos as disparidades de acesso socioeconômico a 

tratamentos adequados. Essas disparidades têm um impacto significativo na saúde e no bem-

estar das pessoas que sofrem dessa condição. Avanços científicos que promovem tratamentos 

acessíveis e eficazes para o pé diabético são cruciais para garantir que todos os indivíduos, 

independentemente de sua situação socioeconômica, possam receber o cuidado necessário. Ao 

reduzir as barreiras econômicas, podemos aumentar a igualdade de acesso a tratamentos 

avançados, o que resultará em melhores resultados de saúde, prevenção de complicações 

graves, como amputações, e uma melhor qualidade de vida para todas as pessoas afetadas pelo 

pé diabético. Somente dessa forma podemos alcançar uma sociedade onde a saúde seja um 

direito fundamental para todos, independentemente de sua condição socioeconômica. 

Os estudos com OoC podem oferecer uma abordagem inovadora para simular a 

interação complexa entre células, tecidos e órgãos no contexto da doença. Ao reproduzir 

características fisiológicas e patológicas específicas do Pé Diabético, como a formação de 

úlceras, inflamação e disfunção vascular, os OoCs permitem uma análise detalhada dos 

mecanismos subjacentes à doença. Além disso, esses modelos podem ser utilizados para testar 

novas terapias e medicamentos, avaliar sua eficácia e segurança, e até mesmo personalizar o 

tratamento para cada paciente.  

 

1.7 TRATAMENTOS DO PÉ DIABÉTICO NO SUS E O AVANÇO DE 

EQUIPAMENTOS MÉDICOS COM CONTRIBUIÇÃO DA ENGENHARIA BIOMÉDICA 

No Brasil, entre 2010 e 2020, houve um registro preocupante de mais de 240 mil 

internações relacionadas à amputação ou desarticulação de membros inferiores devido ao 

Diabetes Mellitus (DM), com uma maior prevalência nas regiões nordeste e sudeste do país. O 

tratamento convencional atual do pé diabético envolve a limpeza da lesão, remoção de tecidos 

necrosados, controle da circulação, aplicação de curativos tópicos e manejo de infecções. No 

entanto, em indivíduos com DM, o tratamento convencional muitas vezes não é suficiente para 

alcançar uma cicatrização satisfatória em tempo hábil, o que requer a utilização de terapias 

adjuvantes para acelerar o processo de reparo tecidual e prevenir amputações [57]. 
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O setor da saúde pública no Brasil está intrinsecamente ligado ao desenvolvimento 

científico e tecnológico nacional, tendo em vista que a medicina sanitária e bacteriológica do 

início do século XX influenciou o rumo das pesquisas experimentais. A política de pesquisa 

em saúde no Sistema Único de Saúde (SUS) deve contemplar três aspectos essenciais: as 

transições saúde-doença, que abrangem a promoção, prevenção, cura e reabilitação, 

considerando os fatores determinantes individuais e coletivos; os sistemas e políticas de saúde; 

e a interseção entre saúde, sociedade e desenvolvimento. A pesquisa em saúde no âmbito do 

SUS deve englobar todos os seus componentes, incluindo a pesquisa biomédica, clínica, 

epidemiológica, bem como as ciências sociais relacionadas à política, planejamento e gestão 

em saúde [58]. 

O desenvolvimento de equipamentos médicos para o pé diabético desempenha um 

papel crucial na abordagem dessa problemática de saúde. A diabetes mellitus é uma doença 

crônica que afeta milhões de pessoas em todo o mundo e está associada a complicações graves, 

como a úlcera do pé diabético. Nesse contexto, os equipamentos médicos desempenham um 

papel fundamental, oferecendo soluções que auxiliam na prevenção, tratamento e cuidado 

adequado do pé diabético. O avanço nessa área é fundamental para melhorar a qualidade de 

vida dos pacientes diabéticos, reduzir a ocorrência de complicações e evitar sequelas graves, 

destacando a importância do contínuo desenvolvimento de equipamentos médicos específicos 

para o pé diabético. 

Idealizado pela Profa. Dra. Suélia de Siqueira Rodrigues Fleury Rosa, foi desenvolvido 

um equipamento inovador chamado RAPHA® (que significa "curar" em hebraico) para tratar 

feridas nos membros inferiores de pacientes com diabetes. Essa tecnologia portátil combina o 

uso de uma biomembrana de látex natural, derivada da seringueira Hevea brasiliense, com a 

fototerapia por LED. Estudos clínicos demonstraram resultados promissores com o uso do 

RAPHA®, que permite que o tratamento seja realizado no conforto do lar, pelo próprio paciente 

e seus familiares [59].  O dispositivo Rapha® combina o uso de látex com a fototerapia de 

LED, um procedimento com propriedades anti-inflamatórias e cicatrizantes, para tratar lesões 

nos membros inferiores de pacientes com pé diabético [58] (Figura 1.10). 
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Figura 1.5. Equipamento Rapha® com lâmina de látex e tratamento padrão com o dispositivo. O kit 

Rapha® é composto por um dispositivo de LED que emite luz vermelha, lâminas de látex e itens para 

higienização da ferida. Após a limpeza, a lâmina é aplicada sobre a lesão e o aparelho de LED é 

colocado em seguida. O tratamento é realizado diariamente durante 35 minutos e tem apresentado 

resultados mais rápidos em comparação com o tratamento convencional. O procedimento padrão, que 

utiliza alginato de cálcio ou espuma de prata, leva seis meses. É importante realizar a limpeza da área 

antes de aplicar a membrana de látex microperfurada, que deve cobrir toda a superfície da lesão. O 

dispositivo de LED é fixado ao corpo do paciente e, após ligado, inicia-se a sessão de tratamento que 

dura 30 minutos, sendo indicado pelo sinal sonoro emitido ao final da sessão. Fonte: [58], p.15. 

 

A engenharia biomédica desempenha um papel fundamental no contexto do 

desenvolvimento de equipamentos médicos assistenciais. Essa área de estudo e pesquisa 

combina princípios da engenharia com conhecimentos da área da saúde, visando a criação e 

aprimoramento de dispositivos e tecnologias que auxiliam no diagnóstico, tratamento e 

monitoramento de pacientes. A importância da engenharia biomédica pode ser percebida em 

diversos aspectos. Primeiramente, ela contribui para o desenvolvimento de equipamentos de 

última geração, capazes de oferecer diagnósticos mais precisos e tratamentos mais eficazes. 

Através da integração de conhecimentos técnicos, científicos e clínicos, os engenheiros 

biomédicos contribuem para melhorar o diagnóstico, tratamento e monitoramento de pacientes, 

promovendo maior eficácia, segurança e qualidade de vida na assistência médica [60], [61]. 

O processo de translação do equipamento Rapha, utilizado no tratamento de úlcera 

diabética, é um exemplo de sucesso na área da engenharia biomédica. Ao longo desse processo, 

foram realizados estudos clínicos para comprovar a segurança e eficácia do Rapha, obtendo 

resultados promissores no tratamento de úlceras diabéticas em pacientes [58] [59]. 

Com um Technology Readiness Level (TRL) de 8, o Rapha está em um estágio avançado 

de desenvolvimento, próximo à comercialização. Esse processo envolveu etapas desde a 
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concepção e projeto do dispositivo até a realização de testes clínicos e validação de sua eficácia. 

A partir da identificação da necessidade de tratamento eficiente e acessível para úlceras 

diabéticas, pesquisadores e engenheiros biomédicos trabalharam em conjunto para desenvolver 

uma solução inovadora. A translação bem-sucedida do Rapha demonstra o potencial da 

engenharia biomédica em fornecer soluções que impactam diretamente na saúde e qualidade 

de vida dos pacientes com úlcera diabética. Outros estudos para aprimoramento do 

equipamento utilizando outros biocompostos associados, como o Urucum (conforme as 

evidências do artigo descrito no capítulo V), está em fase de desenvolvimento por 

Pesquisadores da Universidade de Brasília.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Maturidade Tecnológica - Technology Readiness Levels (TRL) do Equipamento 

RAPHA® (TRL 8). TRL 01: Patente Equipamento Rapha Aparelho emissor de luz led + Curativo de 

Látex. TRL 02: Desenvolvimento e Produção de Mockups para testes Pré-Clínicos. TRL 03: 

Realização de testes em animais. CEUA/UnB nº 64/2018. CEUA/UnB nº 77/2018. TRL 04: Ensaios 

Pré-Clínicos complementares. TRL 05: Ensaio Clínico Randomizado Comparativo Duplo Cego. TRL 

06: Parlatório ANVISA - Deferimento desenho ensaio clínico para quesitos regulatórios. Notificação 

ANVISA final pesquisa clínica. Produto Classe II. TRL 07: Termo de Sigilo; Transferência e/ou 

Licenciamento Tecnológico voltado para Indústria na área da saúde. TRL 08: Adequação produtiva 

para o Equipamento Rapha atender quesitos regulatórios INMETRO e ANVISA. TRL 09: Adequação 

planta industrial para produção em escala do Equipamento Rapha e produção em escala industrial. 

Fonte: Acervo do Núcleo Organ-on-a-chip. 
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1.8 CENÁRIO 

O pé diabético é uma complicação grave e comum que afeta pessoas com diabetes. É 

caracterizado por feridas crônicas nos pés que podem levar a infecções graves, amputações e 

até mesmo à morte em casos avançados. A problemática do pé diabético é significativa, não 

apenas em termos de impacto na qualidade de vida dos indivíduos afetados, mas também em 

termos de custos financeiros e de saúde pública. 

Atualmente, existem diversas abordagens para o estudo e tratamento do pé diabético, 

mas muitas delas têm limitações. Os modelos animais são amplamente utilizados para a 

pesquisa nessa área, mas eles não conseguem reproduzir fielmente as características e 

complexidades do tecido humano. Além disso, ensaios clínicos envolvendo pacientes com pé 

diabético podem ser arriscados e eticamente desafiadores. Nesse contexto, a aplicação do Ooc 

na pesquisa do pé diabético apresenta-se como uma alternativa promissora. Ele permite a 

simulação de tecidos e órgãos humanos em microdispositivos, fornecendo uma plataforma mais 

precisa e relevante para estudos de doenças e testes de drogas. 

Em âmbito nacional, é de extrema importância realizar estudos com foco na translação. 

O Brasil enfrenta um grande desafio relacionado à diabetes, com uma população significativa 

de pessoas afetadas pela doença. A implementação do OoC em pesquisas nacionais pode 

proporcionar avanços significativos no entendimento da fisiopatologia do pé diabético, no 

desenvolvimento de terapias mais eficazes e na prevenção de complicações graves. Ao realizar 

estudos a nível nacional com foco no OoC para estudos do pé diabético, é possível obter dados 

mais relevantes para a população brasileira, considerando as particularidades genéticas e 

ambientais. Além disso, essa abordagem poderia contribuir para o desenvolvimento de 

tratamentos mais personalizados e adaptados à realidade do país. 

A pesquisa translacional nessa área permitiria a colaboração entre engenheiros 

biomédicos, cientistas da saúde, médicos e profissionais da indústria farmacêutica, visando a 

adaptação do OoC para a realidade do pé diabético. Essa colaboração interdisciplinar é 

fundamental para superar os desafios técnicos e éticos envolvidos na aplicação dessa tecnologia 

em um contexto clínico. A problemática do pé diabético exige abordagens inovadoras e eficazes 

para sua prevenção e tratamento. A aplicação do Organ-on-a-chip na pesquisa translacional do 

pé diabético apresenta-se como uma solução promissora, permitindo estudos mais precisos e 

relevantes. A realização de estudos a nível nacional com foco nessa tecnologia pode 
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impulsionar avanços significativos no entendimento da doença e no desenvolvimento de 

terapias mais eficazes, contribuindo para a melhoria da saúde e qualidade de vida das pessoas 

afetadas pelo pé diabético no Brasil. 

1.9 PROBLEMÁTICA E JUSTIFICATIVA 

A problemática do pé diabético é uma complicação grave e comum que afeta indivíduos 

com diabetes, resultando em feridas crônicas e potenciais complicações sérias. Atualmente, as 

abordagens de estudo e tratamento existentes possuem limitações, como a falta de modelos que 

reproduzam fielmente as características do tecido humano e os desafios éticos dos ensaios 

clínicos envolvendo pacientes com pé diabético. Nesse cenário, a aplicação do OoC surge como 

uma alternativa promissora. Através da microfisiologia, fornece uma plataforma mais precisa 

e relevante para pesquisas e testes de drogas. No contexto brasileiro, é crucial realizar estudos 

focados na translação do OoC para pesquisas sobre o pé diabético, dada a relevância da doença 

no país.  

Esses estudos nacionais podem contribuir para avanços significativos no entendimento 

da fisiopatologia do pé diabético, desenvolvimento de terapias mais eficazes e prevenção de 

complicações graves. A colaboração interdisciplinar entre engenheiros biomédicos, cientistas 

da saúde, profissionais de saúde e profissionais da indústria farmacêutica é fundamental para 

adaptar o OoC à realidade clínica do pé diabético e superar os desafios técnicos e éticos 

envolvidos. A aplicação do OoC na pesquisa translacional do pé diabético pode fornecer 

soluções inovadoras e eficazes para a prevenção e tratamento dessa problemática, melhorando 

a saúde e a qualidade de vida dos pacientes no Brasil. 

No entanto, a falta de diretrizes éticas e regulatórias específicas para a aplicação do 

OoC na PTS no Brasil representa um obstáculo para a sua adoção e utilização em estudos 

clínicos e na prática clínica. Portanto, é essencial realizar uma análise aprofundada dos aspectos 

éticos e regulatórios relacionados à implementação do OoC na PTS no Brasil, reconhecendo o 

papel crucial da Engenharia Biomédica nesse desenvolvimento tecnológico. Além disso, é 

fundamental identificar lacunas existentes na legislação atual e propor direções futuras para a 

legislação e a aplicação prática das descobertas obtidas por meio do OoC. 

Essa dissertação busca contribuir para o avanço da pesquisa translacional em saúde, 

particularmente no contexto do pé diabético, fornecendo uma análise abrangente dos aspectos 
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éticos e regulatórios envolvidos na implementação do OoC. As descobertas e recomendações 

resultantes deste estudo podem orientar o desenvolvimento de diretrizes mais atualizadas e 

adequadas, promovendo a segurança e a eficácia dos estudos utilizando o OoC, além de 

impulsionar melhorias na saúde e qualidade de vida dos pacientes com pé diabético no Brasil. 

 

1.8 OBJETIVOS 

1.8.1 OBJETIVO GERAL 

Esta dissertação tem como objetivo analisar os aspectos éticos e regulatórios da 

implementação do Organ-on-a-chip (OoC) na pesquisa translacional em Saúde (PTS) no 

Brasil, reconhecendo o papel da Engenharia Biomédica nesse desenvolvimento tecnológico; 

identificando lacunas e propondo direções futuras na legislação e aplicação prática das 

descobertas. 

1.8.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Os objetivos específicos para o desenvolvimento desta dissertação tratou-se de: 

I) Analisar a utilização da integração da microfluídica e cultura celular 3D no cenário 

de Pesquisas sobre Úlcera do Pé diabético (UPD); 

II) Revisar os modelos e designs de dispositivos OoCs existentes e suas aplicações no 

âmbito das tecnologias em saúde; 

III) Realizar uma revisão sistemática sobre o uso de OoC no contexto do pé diabético, 

em busca de avanços no tratamento, prognóstico e identificação dos fatores relacionados ao 

problema; 

IV) Realizar uma revisão sistemática sobre os modelos e designs de dispositivos OoC, 

abrangendo os avanços tecnológicos e a integração de tecidos e células humanas; 

V) Discutir os aspectos éticos e regulatórios da implementação de plataformas OoC na 

pesquisa translacional no Brasil; 

VI) Reconhecer o papel da Engenharia Biomédica no desenvolvimento tecnológico e 

apoio à pesquisas que incluam os dispositivos OoCs; 



53 

 

VII) Identificar lacunas e contribuir com a legislação que regulamenta a tecnologia 

OoC, promovendo avanços na Pesquisa Translacional em Saúde (PTS). 

VII) Divulgação por meio de marketing científico das potencialidades da plataforma 

OoC; 

IX) Propor direções futuras de pesquisa e recomendações para a aplicação prática das 

descobertas obtidas por meio de OoC, visando melhorias na saúde e qualidade de vida dos 

pacientes com pé diabético. 

 

1.9 CONTRIBUIÇÕES DA DISSERTAÇÃO 

A tecnologia OoC tem o potencial de revolucionar a maneira como estudamos e 

tratamos o pé diabético, uma complicação séria que afeta milhões de indivíduos em todo o 

mundo, causando incapacidades substanciais. Ao simular de forma precisa o ambiente 

microvascular e celular da ferida, as plataformas 3D permitem testar terapias e medicamentos 

de maneira mais eficiente e ética, reduzindo a dependência de modelos animais e ensaios 

clínicos invasivos. Com a regulamentação adequada, essas plataformas podem acelerar as 

etapas da PTS, além de aprimorar a compreensão dos mecanismos subjacentes ao pé diabético, 

abrindo caminho para intervenções mais eficazes e melhorando a qualidade de vida dos 

pacientes. A importância desse trabalho não se limita apenas aos benefícios para a pesquisa e a 

medicina. A regulamentação a nível nacional também desempenha um papel fundamental na 

segurança do paciente. Ao estabelecer diretrizes claras e padrões de qualidade para essas 

tecnologias, é possível garantir que os resultados obtidos sejam confiáveis e replicáveis, 

minimizando riscos e viés metodológicos. Dessa forma, este trabalho não abrange apenas 

oportunidades de pesquisa promissoras, mas também um quadro regulatório sólido que 

fomenta a confiança e a segurança em benefício de todos os envolvidos, criando um ambiente 

propício para o PD&I de OoC no Brasil. A Figura 1.12 mostra as contribuições diretas e 

indiretas que se pretende atingir com os objetivos deste trabalho. 
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Figura 1.7. Contribuições diretas e indiretas da dissertação sobre os avanços científicos relacionados 

à tecnologia Organ-on-a-chip.  
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CAPÍTULO II 

Materiais e Métodos 
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2.1 DESENHO DE ESTUDO 

Foi realizada uma pesquisa qualitativa, realizada em duas fases distintas: a primeira fase 

consistiu em uma busca bibliográfica nos órgãos regulamentadores brasileiros a respeito da 

legislação vigente relacionada a equipamentos médicos do tipo OoC. Já a segunda fase 

envolveu a escrita de duas revisões sistemáticas, abordando tópicos inerentes a sua utilização 

no cenário de UPD’s. Essa abordagem permitiu uma compreensão aprofundada da legislação 

vigente e suas implicações para a indústria de equipamentos médicos no Brasil, fornecendo 

subsídios para o aprimoramento das políticas e regulamentações nessa área. 

A pergunta de pesquisa que fundamentou o desenvolvimento desta dissertação, foi 

formulada através do acrônimo PICO (População, Intervenção, Comparação e Desfecho) [62]. 

Tratou-se: “Em estudos sobre feridas do tipo pé diabético (P), que utilizem plataformas Organs-

on-a-chip (I), quais são os aspectos éticos e regulatórios (C) envolvidos para promoção da 

pesquisa translacional em saúde no Brasil? (O)" 

2.2 BUSCA BIBLIOGRÁFICA NOS ÓRGÃOS REGULAMENTADORES BRASILEIROS 

Foram identificados os principais órgãos brasileiros responsáveis pela regulamentação 

de equipamentos médicos, incluindo a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), 

Inmetro, BraVCAM, RENAMA e CONCEA. Em seguida, realizou-se buscas nas bases de 

dados dos órgãos regulamentadores para identificar leis, resoluções, portarias e normas técnicas 

relacionadas à legislação de equipamentos médicos. Os documentos obtidos foram analisados, 

identificando as principais informações sobre a legislação vigente. Foram buscados aspectos 

como classificação dos OoCs, requisitos de registro, certificação, controle de qualidade, entre 

outros.  

2.3 ESCRITA DE DUAS REVISÕES SISTEMÁTICAS 

Inicialmente, foram identificados dois tópicos de interesse relacionados à legislação de 

equipamentos médicos e ao projeto Organ.on.a.chip, de maneira global. Ainda, outro tópico 

foi buscado a respeito de biocompostos cicatrizantes que pudessem ser incorporados no 

tratamento de pé diabético, que se relacionou à 3 revisão sistemática que compõe esta 

dissertação. Foram formuladas duas perguntas de pesquisa, respondidas através das duas 

revisões sistemáticas que foram desenvolvidas baseadas no método Prisma [63]. Na Figura 2.1, 
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é possível identificar as fases principais que envolveram a escrita dos estudos do tipo revisão 

sistemática.  

Pergunta de Pesquisa: É o elemento fundamental, que irá definir o propósito e o 

escopo do estudo. uma pergunta de pesquisa bem formulada é essencial para direcionar o 

processo de pesquisa de maneira eficaz e garantir resultados relevantes. No contexto do 

acrônimo PICO, frequentemente utilizado na formulação de questões de pesquisa na área da 

saúde, cada letra representa um aspecto essencial: P para paciente/população, I para 

intervenção, C para comparação e O para desfecho. Essa estrutura ajuda a delimitar o tema da 

pesquisa, permitindo uma abordagem mais precisa e direcionada ao responder questões 

específicas. 

Estratégia de busca: Definiu-se uma estratégia de busca sistemática nas bases de 

dados científicas, para identificar estudos primários que abordassem os tópicos selecionados. 

Registro de protocolo de revisão sistemática: O registro de protocolo PROSPERO é 

uma iniciativa importante para promover a transparência e a qualidade das revisões 

sistemáticas na área da saúde. PROSPERO é um banco de dados internacional que permite o 

registro prospectivo de revisões sistemáticas em andamento, fornecendo informações sobre a 

metodologia, objetivos, critérios de inclusão e exclusão, além de permitir o acesso aos 

protocolos de revisão. Ambas as revisões tiveram protocolo registrado logo inicialmente, antes 

de realizar as buscas nas bases de dados. 

Seleção de estudos: Os estudos foram selecionados com base em critérios de inclusão 

e exclusão estabelecidos previamente. Foram realizadas leituras de título, resumo e texto 

completo para determinar a relevância dos estudos. A seleção foi composta por duas fases, 

sendo a primeira a realização da leitura do título e resumo, e a segunda a leitura do texto na 

íntegra. Em ambas, as decisões foram tomadas em duplicata e de maneira independente pelos 

autores. 

Extração e análise de dados: Os dados relevantes dos estudos incluídos foram 

extraídos e organizados, em duplicata e de maneira independente. Uma análise crítica dos 

estudos foi realizada, destacando as principais conclusões e contribuições para a compreensão 

da legislação aplicável a equipamentos médicos. 



58 

 

Análise da qualidade metodológica dos estudos: A análise da qualidade metodológica 

dos estudos em uma revisão sistemática é de extrema importância para avaliar a confiabilidade 

e validade dos resultados obtidos. Essa análise permite identificar a robustez dos estudos 

incluídos na revisão, levando em consideração aspectos como o desenho do estudo, a seleção 

adequada da amostra, a coleta e análise dos dados, o controle de vieses e a interpretação dos 

resultados. Nas revisões sobre organ-on-a-chip, por não existirem instrumentos validados a 

respeito da análise metodológica de estudos sobre plataformas 3D, adaptamos as perguntas 

conforme a necessidade do estudo. 

Redação das revisões sistemáticas: Com base na análise dos estudos selecionados, 

foram escritas três revisões sistemáticas, seguindo as diretrizes metodológicas estabelecidas 

para esse tipo de estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Fluxograma metodológico do desenvolvimento das revisões sistemáticas. As etapas 

principais envolveram: a) planejamento, b) seleção dos estudos, c) síntese dos dados e análise das 

evidências e d) publicação ou submissão do trabalho. 
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2.4 PRODUÇÃO DE MARKETING CIENTÍFICO – APRESENTAÇÃO GRÁFICA DA 

PLATAFORMA ORGAN-ON-A-CHIP 

A produção de uma apresentação gráfica de marketing científico sobre a plataforma 

OoC é importante por diversos motivos. Em primeiro lugar, buscamos transmitir informações 

complexas de forma visualmente mais facilitada, melhorando a compreensão do público-alvo. 

Além disso, buscamos destacar os principais pontos de interesse do OoC, como suas 

aplicações, benefícios e avanços recentes, de forma clara e concisa.  

Para sua consolidação, realizamos uma pesquisa detalhada sobre o tema, coletando 

informações atualizadas e relevantes sobre o OoC, suas aplicações e benefícios, incluindo 

informações retiradas das revisões sistemáticas conduzidas. Utilizamos a plataforma Prezi [64] 

para esta etapa, dividindo as informações de forma que ficassem expostas de maneira coerente. 
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CAPÍTULO III 

Artigo – Organ-on-a-chip for diabetic wound foot 

neovascularization: a sistematic review of preclinical studies 

and future directions 
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Tatmatsu-Rochak, Mário Fabrı́cio Fleury Rosaa, Emanuel Carrilhof,p,1

aUniversity of Brasilia, Faculty of Gama, Postgraduate Programme in Biomedical Engineering, Gama, Distrito Federal, 72444-240, Brazil.
bUniversity of Brasilia, Campus Darcy Ribeiro, Postgraduate Programme in Mechatronic Systems, Mechanical Engineering Department, Brasilia, Distrito

Federal, 70910-900, Brazil.
cFederal Institute of Education, Science and Technology of Triângulo Mineiro, Paracatu, Minas Gerais, 38609-899, Brazil.
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Abstract

The healing process of diabetic foot ulcers (DFUs) presents a slow pattern, with an increased risk of infections, ischemia, and
thrombosis, correlated with high levels of reactive oxygen species production. Vascular injury is one of the factors contributing
to the difficulty in wound healing in diabetic patients. Although understanding the pathophysiology of DFUs has significantly
increased in recent years, associated treatments still have a high level of failure, leading to high morbidity rates, mortality, and
amputations. 3D cell culture platforms can offer a new approach to investigating and treating DFUs as they can reproduce one
or more physiological systems in a relevant microenvironment. This systematic review describes the advancements, challenges,
and future impacts of advanced 3D cell culture models in DFU vascularization, including the pathophysiological understanding
and treatment and prognosis perspectives. We followed the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) guidelines. This work was registered under the protocol number PROSPERO [CRD42022336473]. The eligibility
criteria addressed studies related to chronic DFUs that analyzed vascularization during the healing process. The selected study
designs were related to 3D cell culture and Organ-on-a-Chip platforms using primary or secondary human cell lines for culture.
Studies published over ten years ago or that used only animal cells in 2D culture environments were excluded. The search was
conducted in PubMed, LILACS, EMBASE, MEDLINE, IEEE, BSV regional portal, ScienceDirect, Scopus, CINAHL EBSCO,
and Web of Science. In total, 2413 relevant studies were found in the Scopus, PubMed, Embase, and IEEE databases, updated as
of April 16, 2023. After applying filters, 1343 studies were gathered. Only two studies met the inclusion criteria for this systematic
review. These studies showed a growing interest in the 3D culture of DFUs in the context of hydrogel scaffolds; however, they
needed more primary studies on the topic. Organ-on-a-Chip platforms provide a controlled microenvironment for cell culture and
mimic the structure and function of blood vessels and tissues, allowing investigation of the mechanisms involved in DFU healing.
Although there are already combinations of hydrogels with microtechnologies like OoCs, the results associating both technologies
for the chronic wound scenario were inconclusive. This review provides an overview of the current and future critical challenges
regarding hydrogels for 3D culture and applications in OoC devices.

Keywords: Diabetes Mellitus, Diabetic Wound Foot, Tissue Healing, Organ-on-a-chip, Microfluidic Platforms, Angiogenesis.
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1. Introduction

Diabetes Mellitus (DM) is a disorder of the endocrine system
characterized by high blood glucose levels, which can lead to
micro and macrovascular dysfunctions Mathur et al. (2019). Di-
abetic foot ulcer (DFU) is one of the most common and alarm-5

ing complications of DM. The risk of individuals with DM de-
veloping a foot ulcer is as high as 34% throughout their life-
time. Failures in the healing process of these wounds often re-
sult in amputations, with an estimated half of all amputations
in diabetic patients resulting from infected wounds Yunir et al.10

(2022). The mortality rate associated with lower limb amputa-
tion is high, with approximately one-third of deaths occurring
within one year and 65% after four years Yunir et al. (2022).
Furthermore, this complication significantly reduces the pa-
tient’s quality of life and is frequently associated with psycho-15

logical and familial problems Burgess et al. (2021). Globally,
healthcare expenditures related to diabetes reached approxi-
mately $700 billion in 2019 and are projected to reach $825
billion by 2030. Among these costs, about one-third will be
attributed to DFUs Deng et al. (2023).20

The healing process of tissue injuries is a complex event that
involves multiple physiological mechanisms, such as hemosta-
sis, inflammation, proliferation, and remodeling. There may be
impairments due to pathophysiological factors, disrupting the
mechanisms that regulate tissue repair Chouhan et al. (2019);25

Burgess et al. (2021). DFUs, for instance, exhibit a differ-
ent pattern of healing, with some parts of the wound heal-
ing slower than others, increasing the risk of infections, is-
chemia, and thrombosis. Chronic hyperglycemia, a hallmark
of diabetes, is directly associated with a deficiency in wound30

repair, atherosclerosis, and neuropathic dysfunction. Further-
more, chronic hyperglycemia causes endothelial cell dysfunc-
tion. Moreover, it is related to dysfunction of endothelial cells
and decreased migration of keratinocytes and fibroblasts. The
mechanisms underlying vascular damage related to prolonged35

hyperglycemia are not yet fully understood, but evidence sug-
gests that high levels of glucose within cells may result in in-
creased production of reactive oxygen species (ROS), which
may alter cellular processes and impair blood vessels Loots
et al. (1998, 2002); Mathur et al. (2019).40

Endothelial dysfunction in DM involves reduced levels of en-
dothelial progenitor cells, decreased proliferation of circulating
endothelial cells, reduced vasculogenesis, and increased inflam-
mation in vascular cells Mathur et al. (2019). Endothelial dam-
age can also occur through non-hyperglycemic mechanisms,45

which can arise from obesity or hypertension, closely related
to DM. It can be concluded that numerous risk factors for vas-
cular changes can hinder prognosis and delay wound healing
Cole and Florez (2020). The lack of dimensionality, crosstalks,
and disease-specific cellular interactions is limited to traditional50

preclinical assays Bersini and Moretti (2015).
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The limitations of scientific evidence can be mitigated by us-
ing new experimental methods in research. Studies have shown
that in vivo assays are poorly reproducible due to significant
physiological and genetic differences between species. Ethi-55

cal concerns and questions about the reliability of data obtained
from animal experiments to predict clinical outcomes have been
a concern among scientists and the general population Groff
et al. (2021). For this reason, several regulatory agencies, lab-
oratories, and universities have encouraged and sought valida-60

tion of alternative methods to the use of animals. Besides the
European Union (EU), countries such as the United States and
Japan have made considerable strides in regulating animal test-
ing, with the use of animals being banned for cosmetic purposes
in the EU since 2009 Pimenta et al. (2022), Aziz et al. (2017). In65

Brazil, the National Network of Alternative Methods (Renama)
was created in 2010 and plays a fundamental role in promoting
the use of alternative methods to animal experimentation. Its
actions aim to raise awareness and encourage the adoption of
these methods, with the goal of reducing the use of animals in70

testing and research RENAMA (2023).
Due to the uniqueness of each patient and the growing need

for personalized vascular medicine that mimics the patient’s tis-
sue architecture, there is an increasing interest in 3D cell culture
in the pharmaceutical and cosmetics industry. This approach75

aids in understanding complex crosstalk mechanisms, in addi-
tion to responses at the cellular, molecular, and biophysical lev-
els, and allows for interaction between diseased and heterotypic
cell populations, providing more accurate functional responses.
This can reduce reliance on ineffective and harmful treatment80

strategies. In addition, biomimetic modeling platforms can be
an alternative to address treatment gaps for individuals who do
not respond to conventional therapeutics Dupuy et al. (2021).
Organ-on-a-chip (OoC) platforms have been developed to cre-
ate a controlled microenvironment for the long-term manipula-85

tion and differentiation of various cell types Huh et al. (2011),
Van Duinen et al. (2015).

Particularly for diabetic foot ulcers, the OoC platforms can
be used to investigate the impact of hyperglycemia on vascu-
lar and cellular functions, such as the effect on endothelial cells90

and their capacity for angiogenesis in chronic wounds Wimmer
et al. (2019). Additionally, these platforms can be used to study
the role of immune cells, such as macrophages, in chronic in-
flammation and impaired wound healing in diabetic patients.
Providing a controlled microenvironment that mimics in vivo95

conditions can help elucidate the key signaling pathways in-
volved in neovascularization and screen for drugs that may en-
hance angiogenesis in diabetic wounds, promoting faster tissue
repairs without recurrences Leung (2022).

Hydrogel, a material composed primarily of water, exhibits100

physical and chemical characteristics that resemble biological
tissue, making it an ideal choice for recreating specific mi-
croenvironments Maione et al. (2015); Ozdogan et al. (2020).
The utilization of hydrogels in OoC platforms has been a
promising approach to simulating the functionality of human105

organs in a controlled and exact environment. Recently, hy-
drogel substrates equipped with microfluidic channels have
been developed to create three-dimensional cell culture envi-
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ronments. Natural and synthetic polymers such as alginate,
collagen, agarose, and crosslinked PEG have been used to110

construct hydrogel-based microchannel networks. Various ap-
proaches have been tested to design these structures, includ-
ing three-dimensional bio-printing, sacrificial model technol-
ogy, and layer-by-layer assembly of hydrogel sheets Nie et al.
(2018).115

In general, the use of OoC platforms in the analysis of DFU
holds great potential to advance our understanding of the dis-
ease’s pathophysiology and improve the clinical predictabil-
ity of current or developing drugs. This systematic review
describes advanced microfluidic models’ achievements, chal-120

lenges, and future impacts on the pathophysiological under-
standing, treatment, and prognosis of diabetic foot wounds.
With a deeper insight, one may foresee opportunities for in-
novation and entrepreneurial endeavors.

2. Methodology125

2.1. Protocol and Registration

We registered this systematic review on the PROSPERO
international prospective register of systematic reviews under
registration number [CRD42022336473]. We followed the
guidelines of the Preferred Reporting Items for Systematic Re-130

views and Meta-Analysis (PRISMA) for this review Page et al.
(2022).

2.2. Eligibility Criteria

Inclusion Criteria
The inclusion criteria for this systematic review followed the135

PICOS approach (Population, Intervention, Comparison, Out-
come, and Study Design) Methley et al. (2014). The selected
studies involved diabetic foot wounds (P). They examined im-
paired vascularization during the healing process (I), using hu-
man primary and secondary lineage cell cultures (C) in a 3D140

cell culture setting (O) through in vitro studies using an Organ-
on-a-chip platform or 3D culture (S)..

Exclusion Criteria We excluded from the review the studies
that did not meet the inclusion criteria based on the PICOS ap-
proach. Specifically, studies that did not involve diabetic foot-145

type wounds, did not analyze impaired vascularization during
the healing process, did not use human primary and secondary
lineage cell cultures, did not involve a 3D cell culture setting, or
did not use an OoC platform were excluded. We also excluded
studies that utilized pluripotent or primary cells from animals.150

The exclusion criteria were prioritized in the given order:

1. Studies that did not provide information on vascularization
or wound healing;

2. Donor cells not from living humans or cadavers;
3. Reports, letters, personal opinions, book chapters, confer-155

ence summaries, and patents;
4. Studies using donated animal cells;
5. Not in vitro studies and randomized clinical trials on hu-

mans; and
6. Studies published over ten years ago.160

2.3. Search Strategy and Information Sources

Review Question: What is the application of OoC in vascu-
larizing chronic wounds in people with diabetes? Search strate-
gies have been developed and adapted according to the needs
of each of the databases used for research: PubMed, LILACS,165

EMBASE, MEDLINE, IEEE, regional portal BSV, ScienceDi-
rect, Scopus, CINAHL EBSCO, and Web of Science. The team
searched databases published in the last ten years, from Septem-
ber 1, 2022, to April 16, 2023, with no language restrictions.
Duplicate references were removed using Rayyan® software170

Elmagarmid et al. (2014). The results are presented in Supple-
mentary Material.

2.4. Study Selection and Data Extraction

In the first phase, the authors screened the titles and abstracts
of all references identified in the electronic databases and se-175

lected the articles that met the inclusion criteria. The selec-
tions of the first phase were made by peers, using the Rayyan®
software Elmagarmid et al. (2014), applying the pre-defined in-
clusion and exclusion criteria. In the second phase, the authors
independently analyzed the full texts in pairs and picked the pa-180

pers using a standardized data extraction form. A third author
was consulted to decide if there were any disagreements. This
process was implemented to minimize discrepancies and bias
between reviewers.

The extraction of relevant data from each study was orga-185

nized in a predefined table that described the main points re-
lated to the characteristics of the intervention of interest, includ-
ing the type of cell donors, cell lineage, data on microfluidic
simulation, angiogenesis rate, and its relationship with chronic
wound healing in diabetic patients.190

2.5. Risks of bias and Quality in Individual Studies

Due to the heterogeneity of the evaluated interventions, it
was not possible to perform a meta-analysis of all the data re-
lated to the findings. Therefore, we analyzed the methodolog-
ical quality of the studies using the Cochrane Robvis Collab-195

oration Tool (Rob 2), adapted by the authors. We performed
evaluations in duplicate and individually. A third author me-
diated in cases of disagreement Eldridge et al. (2016); Moher
et al. (2010).

Bias risk analysis using the RoB 2 platform is a fundamen-200

tal step in critically evaluating the methodological quality of
primary studies. It can assist in the interpretation of results
from systematic reviews and meta-analyses. However, there is
currently a need for a specific tool for evaluating the method-
ological quality of in vitro 3D trials. McGuinness and Higgins205

(2021).
We adapted an available version of the RoB 2 tool to create

15 domains to assess the methodological quality of Organs- on-
a-chip assays. These domains cover various aspects, including
the selection of tissues and cells, presence of experimental and210

control groups, identification and authenticity of the cell line,
basic morphological description, allocation of tissues or cells,
steps of cell layer formation procedures, pre-established crite-
ria for inclusion or exclusion of experimental units, blinding of
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evaluators, loss of follow-up, standardized data collection, de-215

tailed description of Chip Design platform development, sub-
mission to the research ethics committee, control of confound-
ing factors, and declaration of conflicts of interest. These do-
mains can be used to assess the risk of bias in OoC studies and
to determine the overall quality of the study. By carefully eval-220

uating each part, one can decide if the risk of bias is low or high
in each study.

”LOW” responses indicate that there is sufficient evidence or
appropriate measures to reduce bias in a study. This suggests
that the risk of bias is low and the results are reliable. ”NO225

INFORMATION” was used when there was insufficient infor-
mation available to assess the risk of bias in a specific study.
This indicates that more data is needed for a proper evaluation.
”CRITICAL” was associated with a high risk of bias in a study,
which could affect the validity of the results. This indicates that230

the study limitations are significant and may compromise the
reliability of the findings. Studies labeled as ”HIGH” indicate
that the risk of bias in a study was high, which could impact the
interpretation of the results. This suggests that the study limita-
tions are substantial and should be considered when analyzing235

the findings. ”UNCLEAR” was used when the available infor-
mation was insufficient or ambiguous to determine the risk of
bias in a study. This indicates that the assessment of bias cannot
be made with certainty due to a lack of clear information.

The outcomes that the reviewers raised were measured and240

used to classify the studies based on the percentage of “YES”
responses to the criteria. Studies with ¿70 % “YES” answers
were considered high quality, studies with 50-69% “YES” re-
sponses were regarded as moderate quality, and studies with ¡
49% “YES” responses were considered low quality.245

3. Results

In a bibliometric study conducted on January 24, 2023, us-
ing VOSviewer software version 1.6.17, we searched IEEE,
PubMed, Scopus, and Embase databases using MeSH search
terms “Lab-On-A-Chip Devices,” “Microfluidics,” “Angiogen-250

esis,” and “Diabetic Foot.” There were 1343 articles found,
excluding duplicates. Figure 1 shows the most frequent key-
words found in the articles, divided into four different groups:
microfluidics (red), biomedical monitoring (blue), diabetes
(green), and temperature measurement (yellow) (Figure 1)255

The lines connecting the terms represent the co-occurrence
relationships between them across the analyzed papers. It is
evident the lack of studies focusing on 3D cell culture in the
context of chronic wounds such as Diabetic Foot. Some of
the most frequently occurring terms in this field include dia-260

betes, Diabetic Foot, temperature measurement, skin, wounds,
biomedical monitoring, mathematical modeling, microfluidics,
and others. The co-occurrence threshold for these terms was set
to at least 20 occurrences.

3.1. Synthesis of the Results265

Our systematic review aimed to investigate the advances re-
lated to 3D cell culture and OoC platforms in the context of

diabetic foot diseases. As shown in the PRISMA flow diagram,
a more notable contribution from scientific papers was found in
electronic databases: Scopus (n = 4), PubMed (n = 1), Embase270

(n = 12), and IEEE (n = 2396), totaling 2413 articles (Figure
2). After applying filters and removing duplicates, 1343 arti-
cles passed through the first filter of the review, which involved
analyzing the titles and abstracts of the works. After selecting
the studies, approximately 32 papers were chosen for full-text275

reading. Despite a comprehensive search and recent advances
in the microfabrication of microfluidic devices, only two stud-
ies met the inclusion criteria and were selected to compose this
reviewOzdogan et al. (2020) Maione et al. (2015).

280

Despite being the target of this review, the found studies
needed to present a DFU model on an OoC platform. However,
the cultures were performed on other three-dimensional struc-
tures using two distinct and complementary approaches, which
may indicate paths for application in OoCs. These studies were285

recently developed and focused on the immune response of the
skin, topical drug testing Maione et al. (2015), and the analysis
of gene expression and the response of diabetic skin to different
stimuliOzdogan et al. (2020).

Both studies performed cellular cultivation using a 3D gel-290

based setting (Table 1). Hydrogels which are polymers with
substantial water content, were employed. When it comes to 3D
cellular cultivation purposes, it is vital to primarily con- tem-
plate the mechanical resilience and porosity of the gels owing to
their varied physical, biological, and chemical attributesMaione295

et al. (2015); Ozdogan et al. (2020). The mechanical durability
of the device plays a significant function in fostering improved
tissue organization and attachment to the framework.

Ozdogan et al. (2020) developed a 3D diabetic skin model
by isolating human umbilical vein endothelial cells (HUVECs),300

dermal fibroblasts, and keratinocytes from type II diabetic pa-
tients diagnosed for at least four years. The cells were cultured
on a 3D GelMA cell culture platform crosslinked at 8%, with
a compression modulus of 4.53 ± 0.67 kPa. For the construc-
tion of in vitro skin models, hydrogels like GelMA are the most305

prevalent due to their high-water content, high permeability to
small molecules, mechanically biocompatible, and adjustable
physicochemical properties alike those of the skin.

In the methodological development, the researchers used pri-
mary skin cells from diabetic patients but faced difficulty ob-310

taining enough material for all assays. There- fore, cell culture
studies in the hydrogel were performed with normoglycemic
human dermal fibroblasts for optimization. Then the in vitro
3D diabetic skin model was constructed using keratinocytes,
dermal fibroblasts, and HUVECs derived from type II diabetic315

donors. The in vitro 3D diabetic skin model was then charac-
terized and compared with in vivo diabetic skin, showing sig-
nificant similarities Ozdogan et al. (2020).

According to Ozdogan et al. (2020), the skin model fea-
tured a dermal layer and a continuous basal epidermal layer,320

which exhibited a structure akin to a blood capillary, measur-
ing 12 mm in diameter and 1.86 mm in height. The cells were
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Figure 1: Bibliometric Analysis: Word Map - Bibliometric analysis was conducted using the VOSviewer program version 1.6.17 Van Eck and Waltman (2011) on
1,343 works published with the search string (”Lab.-On-A-Chip Devices” OR ”Body on a chip” OR ”Microfluidics” AND ”Angiogenesis Inducing Agents” OR
”Angiogenesis Modulating Agents” OR ”Neovascularization Physiologic” AND ”Wound Healing” OR ”Cicatrix” AND ”Diabetes Mellitus” OR ”Diabetic Foot”)
in the title, abstract, or keywords on January 24, 2023. The analysis used a minimum co-occurrence of terms of 30 times and binary counting.

cultivated in a supplemented medium containing human blood
plasma to replicate the natural cellular environment. To simu-
late the blood composition of individuals with diabetes, the glu-325

cose concentration in the medium was elevated around 25 mM.
The medium was renewed three times per week. For wound
healing analysis, a biopsy was conducted, creating a 4 mm syn-
thetic wound at the center of the diabetic skin model, with a
sample size of n = 3. The solution consisted of atelocollagen330

at 6.67 mg/ml, L-ascorbic acid at 6.67 mg/ml, and sodium al-
ginate at 1.67 mg/ml. Subsequently, the samples underwent
incubation, cellular fixation, and subsequent analysis.

To cultivate the dermis, HUVECs were isolated via enzy-
matic digestion. The presence of endothelial cells was con-335

firmed by the expression of the CD31 marker, indicating their
presence. Epithelial cells, specifically keratinocytes, were im-
munolabeled using cytokeratin 5 to ensure a pure culture. Un-
der microscopic analysis, structures resembling capillaries were
observed beneath the epidermal layer, although the vasculariza-340

tion of the tissue could not be assessed. The authors hypothe-
size that this limitation is attributable to the lack of perfusion in
the culture, which resulted from the substantial thickness of the
hydrogel used for cultivation. This, in turn, may have prompted
cell migration toward the outer regions and hindered the ap-345

propriate interaction between fibroblasts and endothelial cells.
Such findings demonstrated that the 3D diabetic skin prototype

could identify inflammation in diabetic skin samples in a lab-
oratory setting, mirroring the in vivo conditions. This implies
that the prototype holds the potential for investigating inflam-350

mation in diabetes, a significant factor in the development of
the disease. Moreover, the in vitro 3D diabetic skin model was
employed to assess the effectiveness of topical therapies for di-
abetes. The GelMA hydrogel was crosslinked at a concentra-
tion of 8%. Compared with previous studies, the authors noted355

that this concentration adequately facilitated the dispersion and
normal functioning of dermal fibroblasts in three-dimensional
cultures Ozdogan et al. (2020).

After nine days of cultivation, the curative substance exhib-
ited the migration of keratinocytes from the periphery to the360

core of the injury, albeit failing to encompass the area entirely.
Using qualitative assessment involving the observation of typi-
cal cellular morphology and quantitative evaluation encompass-
ing cell migration and cell enumeration, the therapeutic hy-
drogel unveiled beneficial outcomes that hold potential for im-365

provement in diverse frameworks aimed at addressing the recu-
peration of persistent wounds Ozdogan et al. (2020).

Maione et al. (2015) concluded that 3D models as a platform
for the growth and analysis of DFUs from a biological perspec-
tive are the way to map the critical aspects related to highlighted370

mechanisms for cell-cell and cell-matrix interactions. The au-
thors selected fibroblasts derived from DFU patients and control
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Table 1: Summary of descriptive characteristics of the included studies and outcomes data

Study In vitro
Assays

Intervention Fabrication Data Analysis Outcomes

Reference Sample Objective Methodology Formation of a
cell layer

Cell culture
methodol-
ogy

Types of Analysis Results

Ozdogan
et al.
(2020)

HUVECs
from
diabetic
patients,
diag-
nosed for
at least
04 years

Develop
an in vitro
three-
dimensional
model of
diabetic
human skin
to study
the patho-
physiology
of DM
in wound
healing

The HUVECs
were cultured
on the 3D
Matrigen™
platform. The
effect of the
wound healing
compound
GK-2 on
wound healing
was evaluated

Initially, the
cells were
expanded in
culture plates
and then trans-
ferred to the
3D platform.
Then, the
cells were
incubated at
37°C in an
atmosphere
with 5% car-
bon dioxide
and controlled
humidity.

The culture
wells were
made of
transparent
plastic, with
a diameter
of 24 mm
and a depth
of 15 mm

DHSM = Cell
viability and
proliferation,
immunofluo-
rescence and
histological
analyses. GK-2
= Cell viability
and proliferation,
gene expression
analysis, and
biochemical
analyses (histo-
logical staining,
hydroxyproline
assay, levels of
wound healing
proteins such
as fibronectin,
and presence of
ECM-degrading
enzymes such as
MMP.

DHMS exhib-
ited similar
characteristics
to those of
diabetic skin
in vivo, such as
the expression
of proteins re-
lated to wound
healing. The
mean front
of collective
migration of
fibroblasts was
determined as
1.22 ± 0.13
mm. The
compound
GK-2 showed
promising re-
sults in tissue
repair of DFUs
in vitro.

Maione
et al.
(2015)

FBs orig-
inating
from
DFUs.

Develop
a three-
dimensional
human tis-
sue model
that mimics
character-
istics of
chronic
wounds in
people with
diabetes

They per-
formed iso-
lation of
fibroblasts
from diabetic
foot ulcers,
growth of
fibroblasts
in hydrogel
matrices,
histological
and molecular
characteriza-
tion of tissue
models

The cell
culture was
derived from
human fibrob-
lasts obtained
from biopsies
of individuals
with DFUs.
The fibrob-
lasts were
cultivated in
a solution
containing
collagen and
fibrin hydrogel

Not speci-
fied by the
authors of
the study

Histological
analysis, im-
munofluores-
cence, gene
expression anal-
ysis, and cell
viability assess-
ment, matrix
contraction eval-
uation

They accu-
rately recapit-
ulated aspects
related to the
connection
of these cells
with the de-
velopment and
maintenance
of chronic
wounds, in-
cluding: i.
stimulation
of angio-
genesis, ii.
keratinocytes,
and iii. heal-
ing rate and
compromised
ECM

Legend: DM = Diabetes Mellitus. HUVECs = Human Umbilical Vascular Endothelial Cells. DHSM = Type 2 Diabetic Human Skin Model. ECM = Extracellular
Matrix. MPP =Matrix Metalloproteinase. FBs = Fibroblasts. DFU = Diabetic Foot Ulcer.

Source: Authors.
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Figure 2: Flow diagram of literature search and selection criteria adapted from
PRISMA. Page et al. (2021)

Source: Authors

patients with compatible regulation and DFU formation in their
investigation. The selection of the 3D structure is superior to
2D culture models as the last fail to provide the necessary com-375

plexity to investigate the process of angiogenesis and interac-
tions between fibroblasts and keratinocytes in the formation of
the extracellular matrix (ECM). The studied model could accu-
rately reproduce the main stages, including reduced angiogene-
sis stimulus, increased proliferation of keratinocytes, decreased380

re-epithelialization, and impaired deposition of the ECM.
In this study, the researchers stimulated ECM production by

introducing ascorbic acid into the 3D culture for five weeks. As
a result, a granulation tissue similar to ECM was observed, with
the experimental group producing a thinner structure compared385

to the control group. These findings suggest that the phenotype
of pressure ulcers for ECM production may contribute to the
chronic nature of the wound Maione et al. (2015).

To characterize the healing potential of isolated fibroblasts,
the authors conducted in vivo experiments on male mice 16390

weeks old, where two layers of skin measuring 6 mm were
obtained from the dorsal area of each animal. The fibroblasts
encapsulated in the hydrogel were tested for their healing po-
tential. This allowed studying how the encapsulated cells be-
have and interact with the wound healing environment, pro-395

viding valuable information about the therapeutic potential of
the hydrogel in tissue regeneration using animal models. The
groups cultivated from DFU-derived cells showed reduced cell
motility during the wound repair process Maione et al. (2015).

The hydrogel used alginate with a high content of G blocks,400

with mannuronic-guluronic acid (MVG) ratio of M:G = 40:60,

with a molecular weight of approximately 250 kDa. The gels
contained a concentration of 2% alginate, with a high molecular
weight to low molecular weight ratio of 25:75. These gels were
ionically crosslinked with a 1.22 M calcium sulfate solution as405

the cell culture environment. To analyze the crosstalk between
fibroblasts and keratinocytes in the 3D environment, human
skin equivalents (HSEs) were constructed in triplicate wells at a
final concentration of 3 × 105 cells/mL. They were submerged
for one week in an epidermal collagen growth medium contain-410

ing 3.8 g/L glucose and 0.3% serum Maione et al. (2015).
To evaluate the hyperproliferative characteristic of ker-

atinocytes in DFUs in the 3D model, tissues from diabetic
wounds and non-ulcerated skin were included in collagen ma-
trices of the dermal compartment of the HSE. A biopsy was415

performed in the center of the tissue to create a wound. The
base of the injured tissue was the same for the experimen-
tal and control groups, constructed from fibroblasts and ker-
atinocytes derived from a healthy foreskin. In the structures
tested with DFU-derived fibroblasts, basal keratinocytes in the420

HSE showed 44-47% higher proliferation rates, consistent with
findings in the literature. Regarding wound closure, gels filled
with DFU-derived cells achieved an average re-epithelialization
rate of 36% Maione et al. (2015).

Regarding angiogenesis, cells derived from DFUs showed re-425

duced endothelial cell sprouting compared to the control group,
with lower secretion of IL-6, IL-8, and SDF-1. The authors
suggest that the model they developed, incorporating endothe-
lial cells in gels, can be used to study the crosstalk relationship
between endothelium and fibroblasts. This results in more pre-430

cise studies on the influence of angiogenesis disorders Maione
et al. (2015).

Analysis of ECM disorders in 3D models is vital for under-
standing wound healing. The production of ECM fibroblasts
plays an essential role, serving as a support for keratinocyte mi-435

gration. The hydrogel used in this study comprises hydrophilic
polymers that provide a three-dimensional environment for cell
proliferation and interaction. The outcomes presented in both
studies for this review demonstrated the potential application
of hydrogels for structuring the tissue layers of chronic wounds440

Maione et al. (2015); Ozdogan et al. (2020). In the following
section, we will discuss the evidence of these applications in
microfluidics studies, bringing future perspectives for applica-
tion in the context of DFUs.

3.2. Quality and Risk of Bias in Individual Studies445

When analyzed using adapted questions from the ROB
Generic tool, the 3D cell culture trials had some limitations.
Although the selection criteria for the tissues used in the as-
says were well described (n = 2), crucial methodological infor-
mation such as group randomization (n = 2), blinding of out-450

come assessors (n = 2), information about the loss to follow-up
between groups (n = 2), standardized data collection (n = 2),
and control of confounding factors (n = 2) were not described
in the studies. Only one study (Ozdogan et al. (2020)) presented
criteria for a low risk of bias in an overall analysis. However,455

we should consider that the characteristics analyzed in the bias
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risk do not compromise the obtained results, and the collected
information can be used to contribute to this review (Fig. 3).

4. Discussion

4.1. Advances in Organ-on-a-chip Vascularization460

Our systematic review aimed to investigate advances related
to 3D cell culture in the context of DFUs, focusing on the ad-
vancements and prospects of OoC platforms. Only two stud-
ies met the inclusion criteria and were selected for the review.
However, these studies did not present fully elucidated mod-465

els for DFUs in OoCs. Still, they utilized 3D cell culture plat-
forms with approaches involving hydrogels for structuring the
epithelial tissue and dermis. Although the 3D in vitro model has
characteristics like the in vivo skin, it is still limited regarding
cellular and molecular interactions in the natural skin environ-470

ment. Future perspectives for applying these findings in mi-
crofluidics will be discussed further based on current evidence
in other pathological scenarios.

Understanding the underlying mechanisms of the onset and
healing difficulties of DFUs is of utmost importance. Accord-475

ing to the most recent scientific evidence, contributing factors to
the severity of DFUs are associated with neuropathy, ischemia,
infection, increased plantar pressure, prolonged cellular hyper-
glycemia, inflammation, and alterations in the extra-cellular
matrix Deng et al. (2023). Vascular damage associated with480

DFUs affects approximately 50% of patients, and its onset is
linked to peripheral arterial disease (PAD). In these cases, the
most common form of PAD is atherosclerosis, which leads to
vascular endothelial damage associated with arterial endothelial
injury, vascular smooth muscle dysfunction, increased blood485

coagulation, platelet alterations, and inflammation Deng et al.
(2023).

The current advancements and constraints of 3D cell culture
techniques in the context of DFUs are revealed by the findings
of this review. While not employing OoC methodologies ex-490

plicitly, the employed platforms facilitated the development of
intricate structures like the dermis and epidermis. The portrayal
of DFUs in preclinical investigations remains considerably re-
stricted, primarily because of the complex and dynamic nature
of human skin Maione et al. (2015); Ozdogan et al. (2020).495

4.2. Organs-on-a-chip

The realm of biomedical research has undergone a ground-
breaking revolution with the emergence of OoC technology.
This innovative approach provides a potent instrument for ex-
ploring human physiology and diseases with unparalleled pre-500

cision and efficacy, transcending the constraints of traditional
in vitro models and animal experimentation Leung (2022). The
origins of the OoC concept can be traced back to the early 2000s
when visionary scientists embarked on its development. The
term “organ-on-a-chip” was officially coined in 2010 by the pi-505

oneering group at the Wyss Institute for Biologically Inspired
Engineering, Harvard University. However, the seeds of this re-
markable innovation were planted even earlier, during the late
1990s and early 2000s, through seminal works that paved the

path for the creation of the initial OoC devices. Since then,510

this unique technology has continuously evolved, gaining esca-
lating prominence in the domain of biomedical research Huh
et al. (2013); Bhise et al. (2014); Huh (2015).

Microfluidic models can contribute to understanding how mi-
crovascular networks respond to biochemical and mechanical515

stimuli. The endothelium is one of the most critical compo-
nents in macro and micro scales that reproduce the physiology
of the vascular system. It selectively acts as a permeable bar-
rier between circulating blood and adjacent tissues. It plays a
role in thrombogenic barrier function and vessel stabilization520

and formationHaase and Kamm (2017). In vitro analysis us-
ing microfluidic platforms of vascular behavior in diseases such
as DM can provide a better understanding of signaling and re-
sponse mechanisms Kato et al. (2015).

The 3D skin model can address heterotypic communication525

between keratinocytes and fibroblasts, as well as study the func-
tions of fibroblasts in extracellular matrix deposition, assem-
bly, and remodeling. There are two main types of 3D skin
models: scaffold-free self-assembled skin (SASS) and scaffold-
based human skin equivalent (HSE). SASS models are devel-530

oped through fibroblast self-organization in synthesizing their
extracellular matrix, followed by the culture of keratinocytes
on the reconstructed dermal layer. HSE models are constructed
with a dermal matrix, which can be composed of various ma-
terials such as collagen, fibrin, and synthetic materials, with535

dermal fibroblasts and keratinocytes cultured on the surface.
Both SASS and HSE models have been used in drug screening
studies and models of skin pathologies. Additionally, commer-
cial 3D skin models have gained popularity for cosmetic and
therapeutic testing. The knowledge and techniques acquired in540

developing these three-dimensional models can potentially be
applied in the context of diabetic foot ulcers Shou Jin Phang
(2021).

Microfluidic assays are focused on examining basic angio-
genic steps, such as basement membrane degradation with vas-545

cular sprout formation, endothelial cell migration, and matura-
tion. These processes are studied through growing monolayers
of native endothelial cells (ECs) coated with extracellular ma-
trix proteins and, recently, cultured between polydimethylsilox-
ane (PDMS) channels Haase and Kamm (2017). However, they550

have limited precision because they depend on cellular sources
that are not always primary or able to represent pathological
changes. These approaches commonly use exogenous factors
to stimulate and create a diseased environment without con-
sidering phenotypic differences Mathur et al. (2019). Another555

challenge associated with using these devices is system han-
dling. The chip requires external pumps for cell culture media
feeding, which requires researchers with know-how to properly
configure and install pumps, control units, or other necessary
connections Kato et al. (2015).560

In the field of translational research, there is still a path to
be followed for these devices to become more accessible in
research laboratories, companies, and the pharmaceutical in-
dustry Ko et al. (2022); Caplin et al. (2015); Wu et al. (2020).
Once the OoC is validated in terms of its physiological aspects,565

its validation should include microfabrication and 3D printing
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Figure 3: Overall quality of the selected studies. ”LOW” - Low risk of bias. ”NO INFORMATION” - Insufficient information to assess the risk of bias. ”CRITICAL”
- High risk of bias, with significant limitations. ”HIGH” - High risk of bias, with substantial limitations. ”UNCLEAR” - Insufficient available information.A detailed
description of the evaluated parameters is found in Supplementary material.

Source: Authors

techniques for precise and controlled structure; cells and bio-
materials that allow organ or tissue reproduction; expansion of
specific metabolic function analyses - including more quantita-
tive data; simulations of disease conditions within the OoC sce-570

nario; as well as comparison with existing traditional models
- to assess the relevance and accuracy of the device compared
to conventional methods Ko et al. (2022); Khalid et al. (2017);
Ma et al. (2021). In Figure 4 , it is possible to perceive the
main limitations related to the organ-on-a-chip platform and its575

incorporation in translational health research.

4.3. Specificities of 3D cell culture in Diabetic Foot Ulcers

The current emphasis has been on constructing a three-
dimensional rendition of DFUs. Researchers have successfully
fabricated a three-dimensional model of a diabetic wound, em-580

ploying fibroblasts and keratinocytes obtained from individuals
diagnosed with type 2 diabetes. Through culturing the model in
a medium supplemented with glucose, it faithfully reproduces
the hyperglycemic microenvironment specific to DFUs. How-
ever, the lack of a normoglycemic model hampers the evalua-585

tion of treatment efficacy through comparison. While the pro-
cess of dermal vascularization remained unobservable, employ-
ing a denser hydrogel with enhanced medium perfusion could
potentially improve visual clarity Ozdogan et al. (2020).

The heterogeneity of fibroblasts and the microenvironmental590

niche within the dermis also play crucial roles in wound heal-
ing. Fibroblasts derived from the papillary dermis show better
healing capacity than those derived from the reticular dermis,
while fibroblasts from palmoplantar regions show reduced ca-
pacity. Additionally, the cell origin and local microenvironment595

influence the response to wound healing Maione et al. (2015).
Primary cells retain a “metabolic memory” of the DFU

microenvironment even after expansion in culture, high-

lighting the importance of incorporating cells derived from
DFUs in three-dimensional models of hyperglycemic wounds.600

Researchers have successfully developed biomimetic three-
dimensional models of DFUs using fibroblasts derived from
DFU patients and normal human keratinocytes Maione et al.
(2015). However, the use of collagen from animal extracellular
matrix introduces variability. To address this issue, Smith et al.605

(2021). established a self-organized skin substitute HSE model
that supports the production of the human extracellular matrix.
By incorporating fibroblasts derived from DFUs, human ker-
atinocytes, and monocytes, the SASS model offers greater con-
sistency and scalability for screening. Incorporating monocytes610

derived from diabetic patients resulted in a pro-inflammatory
condition, mimicking the M1 macrophage phenotype observed
in DFUs. These advances provide a better resemblance to DFUs
and offer potential endpoints for therapy development. The
limited availability of biopsy samples and the potentially lit-615

tle growth of DFU cells pose a challenge to overcome Maione
et al. (2015); Smith et al. (2021).

Regarding the commercialization of in vitro 3D skin models,
products like EpiSkinTM, T-SkinTM (L’Oréal, Paris, France),
EpidermTM, and EpiDermFTTM (MatTek, Ashland, MA, USA)620

have been used as full-thickness or epidermal models for
drug administration analysis, sensitization, and wound healing.
However, they still fall short of faithfully reproducing the phys-
iological characteristics of human skin. One of the main short-
comings of these skin models is that they do not recapitulate625

the active transport of molecules such as nutrients, growth fac-
tors, and specific cell interactions Maione et al. (2015); Shou
Jin Phang (2021).

Numerous methodologies exist for fabricating three-
dimensional (3D) skin models in a laboratory setting, encom-630

passing hydrogels as supportive structures for the dermis while
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Figure 4: Limitations to create organ-on-a-chip platforms: (1) Biological complexity: Difficulty in reproducing cellular interactions due to the complexity that
encompasses the microenvironment, metabolic activity, presence of blood vessels, and interaction with the immune system. (2) Technological limitations: The
technologies used to create organ-on-a-chip platforms are still under development and have some limitations, such as the lack of miniaturization and standardization
of some components, the difficulty in creating ideal culture conditions for all cells and tissues involved, and the limited detection of molecules at low concentrations.
(3) Scale limitations: Mass production of organ-on-a-chip platforms is still complex, making these platforms expensive and limited to small-scale studies. Their use
for large-scale drug testing still needs to be improved. (4) Lack of standardization: The lack of standardization in fabricating and using organ-on-a-chip platforms
hinders the comparison and replication of results among different studies and institutions. (5) Ethics and regulation: Ethical and regulatory issues are involved in
the use of these platforms, such as the use of human and animal tissues, the lack of specific regulation for this type of technology, and the need to ensure the safety
and efficacy of drugs tested on humans.

Source: Authors. Based on: National Centre for the Replacement and of Animals in Research (NC3Rs).

culturing keratinocytes atop them. Nevertheless, these mod-
els cannot faithfully replicate the intricate molecular transport
and migration of cells observed in vivo, primarily due to the
lack of a functional capillary network system Shou Jin Phang635

(2021). Additionally, these models predominantly employ nor-
moglycemic cells, and there is a scarcity of available models
utilizing primary cells derived from patients with type 2 dia-
betes. Hydrogels, particularly gelatin-based ones, have gained
extensive usage owing to their modifiable characteristics, per-640

meability, and biocompatibility. However, despite significant
progress, there remain inherent constraints when constructing
in vitro 3D skin models that truly recapitulate the physiology
of human skin. Another impediment pertains to the inability
to fabricate in vitro 3D skin models with a thickness exceeding645

100-2000 µm Maione et al. (2015); Ozdogan et al. (2020).

4.4. Diabetic Foot Ulcers with Hydrogel-Based Microfluidics

Hydrogels can be designed to mimic the extracellular matrix,
providing structural support for cultured cells and allowing for
the diffusion of essential nutrients and molecular signals. Fur-650

thermore, its ability to alter its stiffness and mechanical prop-
erties enables the replication of different tissues, such as mus-
cles, bones, and blood vessels. Incorporating human cells into
hydrogel provides a realistic three-dimensional environment,
allowing cell interaction and observation of physiological re-655

sponses closer to real ones Maione et al. (2015); Ozdogan et al.
(2020).

Hydrogel is highly hydrated and can provide a three-
dimensional matrix that resembles the physical properties of
the skin’s natural extracellular matrix (ECM), which can be es-660

sential for cell proliferation and differentiation. Additionally,
hydrogels can be designed to be biodegradable, allowing for
a controlled release of therapeutic compounds or growth fac-
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tors, which can help treat dermatological conditions, including
diabetic skin. Hydrogels can absorb over 90% of water into665

their 3D network. The water absorption capacity influences the
mechanical properties of a hydrogel, such as compressibility
and elasticity, its degradation rate, and its cellular behavior on
it. The degree of swelling of hydrogels varies with the type of
polymer, degree of methacrylation, and proportion of compo-670

nents. The low swelling rate of the hydrogel contributes to the
preservation of structural integrity. The porosity of a hydrogel
is essential in terms of its interaction with surrounding cells. It
can also affect the diffusion of oxygen and nutrients, cell mi-
gration, and proliferation Ozdogan et al. (2020); Maione et al.675

(2015); Carvalho et al. (2021).
In the study by Nie et al. (2018), researchers developed a

blood vessel system on a chip using hydrogels as scaffolds for
forming channels representing blood vessels. These channels
were lined with endothelial cells to mimic the inner layer of680

blood vessels. Microfluidics was included to control the flow
of liquids and nutrients within the channels, creating a dy-
namic environment that simulates blood flow. Furthermore,
the hydrogel-based microfluidic system allowed for the analy-
sis of endothelial cell behavior, including their barrier function,685

response to inflammatory stimuli, and interaction with blood
cells.

This microfluidic-based hydrogel approach has the potential
to be a valuable tool for biomedical research and regenerative
medicine. The ability to study blood vessels in a controlled690

and realistic environment provides essential insights into vas-
cular diseases and enables the development of more effective
and personalized therapies. In addition to demonstrating good
interconnection between the channels, a uniform endothelized
channel with the lumen and histological architecture of a blood695

vessel was observed in microscopic images. Cell culture main-
tained a high survival rate and good spreading morphology,
which brings some solutions to applying structured endothe-
lized channels in OoC devices Nie et al. (2018).

Although it appeared in the previous bibliometric review700

(Figure 1) and was not explored in the articles included in this
review, temperature is an extremely important variable for cell
culture. Precise temperature control is essential to reproduce
the optimal conditions for cell cultivation and to maintain the
viability and functionality of tissues in an in vitro environment705

Bäcker et al. (2012). The study conducted by Bäcker et al.
(2012) aimed to demonstrate the fabrication and characteriza-
tion of a microfluidic microchip, highlighting its capabilities
in fluid flow control. They presented a design that incorpo-
rated microvalves controlled by thin hydrogel films, sensitive710

to temperature and pH changes, enabling dynamic control of
fluid flow patterns. The integration of hydrogel-sensitive mi-
crovalves can provide increased functionality and versatility in
microfluidic devices, opening new possibilities for advanced
fluid manipulation and analysis.715

5. Conclusion

Biomedical and translational research in health is progress-
ing towards discoveries in preclinical and clinical experimenta-

tion through potential new approaches such as OoC devices.
Recapturing in a more accurate, ethical, and clinically pre-720

dictable manner are inherent aspects of the development of mi-
crofluidic studies.

DM is a pathology with a high rate of morbidity and mor-
tality that is increasingly prevalent in the population, making
it necessary to ensure the long-term quality of life and expecta-725

tions in global healthcare systems. There are few studies involv-
ing DFUs or scientific evidence regarding prognosis based on
the application of wound healing and tissue repair treatments.
Through 3D cell culture, possibilities for experimentation in
micro-controlled environments expand, with specificity allow-730

ing for physiological behavior like that in humans.
This systematic review addressed current techniques for

replicating models of diabetic wounds involving hydrogel for
the structuring of the epidermis and dermis, with cultures de-
rived from samples of diabetic individuals and biopsied tissues735

from ulcers. It was possible to conclude that both studies repro-
duced the expected physiology of the diabetic wound, showing
a decrease in the healing rate and alterations in the underly-
ing cellular mechanisms due to prolonged exposure to a hyper-
glycemic environment.740

The main challenges to be overcome, from the perspective of
a more efficient model, would be:

1. Acquire more samples/tissues: obtain tissue from ulcer
biopsies or surgical procedures such as debridement. Al-
though they do not offer the possibility of tracking the pa-745

tient and analyzing follow-up data in the future, they can
reduce the limitations related to the number of cells for
culture procedures;

2. Chip and channel design: need to allow the integration
of other tools or technologies that will enable structuring750

of the dermis and epidermis physiologically, taking advan-
tage of microfluidics to enhance the scenario;

3. Biomaterials: we have seen that hydrogel channels allow
better integration of vascular tissue. Therefore, more stud-
ies are needed on 3D printing for more accurate prints,755

with microchannels that are permeable to the exchange of
substances without absorption or adsorption of molecules,
which can impact the final results; and

4. Association with other techniques for analysis of re-
sults: the results are currently very focused on quantita-760

tive analysis and classical cellular assays. Clearly there
is room for the advancement of omics sciences such as
metabolomics and proteomics for assessment of the effects
under study. In addition, the omics are expensive, and the
equipment requires qualified researchers.765

Analyzing the process of angiogenesis still needs to be im-
proved by all the factors mentioned above. Therefore, this sys-
tematic review did not obtain evidence of structured vascular
models for the DFU scenario. More studies need to be carried
out to allow the observation of the histoarchitecture of vascular-770

ized tissue and the physiological behavior similar to the pathol-
ogy, which can be leveraged for numerous pharmacological and
prognostic studies.
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5.1. Future Perspectives

Angiogenesis was identified through biomarkers, but the775

structure where the 3D cell culture was performed did not al-
low for the visualization of a blood vessel structure. Therefore,
as future perspectives, the integration of multiple 3D mediums,
the improvement of bio-printing techniques, and the discov-
ery of new materials involving interdisciplinary approaches be-780

tween tissue engineering and biotechnology. These advance-
ments can provide histoarchitecture and physiological behavior
as in DFUs, contributing to future pharmacological assays and
personalized medicine prognosis.

6. Limitations785

The primary limitations encountered in this study are as fol-
lows:

1. Variability in the nomenclature of 3D cell culture, which
initially made it difficult to differentiate between structures
that were devices with microfluidics or provided three-790

dimensional culture structures;
2. Limited availability of studies related explicitly to diabetic

foot ulcers (DFUs) due to the challenges in obtaining tis-
sue samples from these patients;

3. Low number of studies on the topic, which impacted qual-795

itative and quantitative analyses of the review;
4. Presentation of results focused on qualitative data, where

some findings may be influenced by the evaluator involved
in the study; and

5. Non-utilization of other biomaterials or structures associ-800

ated with microfluidic devices could have enhanced the re-
sults obtained.
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Chapter 1

Bixa orellana L. and its
implications in human health:
Perspectives and new trends

A.K.A. da Silva,1 C.R. dos Santos,2 M.L.B. Carneiro,2,3 G.A. Joanitti,2,3,4

G.V.S. Luz,2 S.S.R.F. Rosa,2,5 W.M. Pinheiro,3 M.F.F. Rosa,2 P.R.A. Abreu,1

F.M.G. Fukuoka2 and J.C. Tatmatsu-Rocha2,6,*
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Rehabilitation e INOVAFISIO, Fortaleza, Ceará, Brazil; 2University of Brasilia e Faculty of

Gama, Post-Graduate Program in Biomedical Engineering, Brası́lia, Distrito Federal, Brazil;
3University of Brası́lia, Post-Graduate Program in Nanoscience and Nanotechnology, Brası́lia,

Distrito Federal, Brazil; 4University of Brası́lia, Post-Graduate Program in Health Sciences and

Technologies, Brası́lia, Distrito Federal, Brazil; 5University of Brası́lia, Post-Graduate Program

Graduation in Electronics Engineering, Brası́lia, Distrito Federal, Brazil; 6University Federal of
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Introduction

The use of compounds of animal, vegetable, or mineral origin began at the
dawn of civilization. Their use in the preparation of food, cosmetics, and
medicines is already mentioned in the ancient writings of the Chinese and
Egyptians. With technological advances, it has been possible to expand,
modulate, and specify the use of plants in some diseases [1]. Since 1978, the
World Health Organization (WHO) has recognized the benefits of herbal
medicines, calling them the best and most important source of medicine for
humanity. There are more than 21,000 plant species used for medicinal pur-
poses [2].

A reddish-yellow dye is obtained from the seeds by rubbing, scraping,
solvent, or stimulating enzymatic processes in the seed. Its low production cost
favors its use in various industries, especially in the food and pharmaceutical
industries [3]. The acceptable daily intake (ADI) for pure pigment, according
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to the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives estimated the
ADI for annatto as 0e2.5 mg/kg body weight day 1 expressed as the pure
pigment. It is used not only as a substitute for various synthetic dyes in food
but also in folk medicine for the treatment of diabetes, burns, fever, diarrhea,
and skin infections [4].

BixO is a plant native to the tropical areas of the Americas, rich in de-
rivatives of carotenoids, terpenoids, tocotrienols, and flavonoids [5]. Native
people used tea from the leaves of this plant as a remedy for headaches,
heartburn, indigestion, dysentery, fever, microbial diseases, jaundice, diabetes,
and hypertension [6]. The name “annatto” comes from the Tupi word “ru-ku”,
which means red. It is the second-most economically important dye after
saffron. The world market price ranges from US$ 5.445 to US$ 11.605 per kg
of seed, the world market for carotenoids is estimated at US$ 1.5 billion, and
the world production of annatto is 10 million tons [7]. Latin America provides
almost 60% of the world’s production of achiote, with Brazil, Mexico, and
Peru being the main producing countries [8].

The BixO plant has simple, glabrous foliage when mature, with an average
length of 8 cm and a width of 4 cm. It is a small-growing species, reaching
about 2e5 m in height, as shown in Fig. 1.1. In addition, this species has long

FIGURE 1.1 Photographic record authored by BixO and extract from internet: (A) urucuzeiro

plant and bush, (B) annatto, (C) urucuzeiro cachopas, (D) flowering urucuzeiro. Source: E.

Multimı́dia, Banco de Imagens, 2013. Available from: https://www.embrapa.br/busca-de-

imagens/-/midia/1062002/pe-de-urucum. (Accessed 30 November 2021) [9].
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leaf stalks alternating with branches, hermaphrodite flowers of various colors,
and fruits that are shaped like an ovoid, dehiscent capsule. It can have up to
three carpels, and when young, it has flexible spines that range from three to
five inches and are covered with a red, waxy ovary. The number of clusters
varies. It is estimated that about 17 units of clusters can produce 40e50 seeds.
The amount of seeds also varies, depending on the variety of the plant
[5,10e12].

The annatto seed contains a mixture of eight dyes from the carotenoid
group giving it its characteristic red color. Among these, BixO is considered its
main pigment. However, more than 24 substances have already been isolated
from the seeds of BixO, and more than 100 volatile compounds from the
aqueous extracts of the plant. Among the substances isolated in annatto seeds,
the presence of compounds such as norbixin (NorBix), the oily component
geranylgeraniol, alpha- and beta-carotene, orelin, flavonoids, lutein, salicylic
acid, phenylalanine, and tryptophan stands out. This richness of substances
gives the plant a high pharmacological potential, and its therapeutic efficacy is
diverse. One of the ways to determine the chemical composition of BixO is
through spectrophotometric methods [13e15].

Carotenoids are tetraterpenoids with 40 carbon atoms linked by opposing
units in the molecular center [7]. Carotenoids are classified according to the
composition of carbon and hydrogen; oxycarotenoids, or xanthophylls, contain
carbon, hydrogen, and oxygen (Fig. 1.2). Carotenoids are subject to chemical
reactions such as cyclization, hydrogenation, dehydrogenation, migration of
double bonds, and shortening or lengthening of the chain. The variety of
structures of carotenoids is related to rearrangements, isomerization, the
introduction of oxygen, or a combination of these processes. When carotenoids
are composed of only carbon and hydrogen, they are called carotenes, and
when oxidized, they are called xanthophylls. They have substitution groups
with oxygen, such as hydroxyl, keto, and epoxy groups [17,18].

Bixin (Bix) is conventionally extracted from the annatto seeds of BixO
using alkaline solutions or organic solvents. The traditional methods for
extraction of Bix are sequential extraction in a fixed bed in three stages, using
supercritical CO2, hydroalcoholic solutions and/or associated alkaline solu-
tions whose solvent is organic. The main pigments of annatto are Bix and
NorBix, which are mainly distributed in the outer coating of the seed itself. Bix
is a compound whose molecular formula is (C25H30O4). Bix (Fig. 1.3) is fat-
soluble, and NorBix is water-soluble, with molecular formula (C24H28O4) [14].
Annatto seeds are coated with a resinous material of red color containing the

FIGURE 1.2 Schematic representation of the bixin structure. Source: Molviewsoft University of

California. molview.org_software. Available from: https://molview.org/ [16].
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carotenoid Bix as the main pigment and at least six other chemically similar
pigments. It is also the predominant pigment in the fat-soluble preparations,
followed by NorBix [13e15].

Currently, three methods are used to extract Bix from annatto: 1. alkaline
extraction, 2. oil extraction, which results in the removal of Bix and other
carotenoids, and 3. organic solvent extraction, which allows for an isomer of
Bix whose reaction yield is more expressive [19]. Vegetable oil extraction
produces more concentrated suspensions of pigments, but these may contain
degradation products because the extraction is carried out at temperatures
above 100�C. Other extraction methods can also be used, such as extraction
with supercritical CO2 [15].

According to Ref. [17], different extractions were performed to determine
the percent yield at different concentrations using a high chemical affinity
solvent based on ethanol. The results are shown in Table 1.1.

Several studies have demonstrated the medicinal properties of BixO thanks
to its antiinflammatory [6,20,21], antibacterial, antifungal [22e24], antima-
larial [25], antioxidant [26,27], anticancer [28,29], antidiabetic, and beneficial
effects related to tissue repair [30,31]. However, there are few studies on the
toxicological effects associated with the use of the plant. The medicinal
properties of BixO are associated with the presence of carotenoids, toco-
trienols, and tocopherols, bioactive molecules found in abundance in the seeds
and leaves of the fruit [18,32e34]. The antiinflammatory, antioxidant, and
antimicrobial activities that promote tissue repair are attributed to the bioactive
compounds. The toxicological effects of its use are limited, showing no
genotoxicity or carcinogenesis at high concentrations, such as 1000 mg/mL
[35,36]. After synthetic dyes were banned in food and cosmetics, annatto
became one of the few accepted by the WHO. Natural compounds such as Bix
are considered safe food additives and are approved by the FDA (Food and
Drug Administration), a regulatory agency in the United States [37].

The healing process consists of the replacement of damaged tissue with
new, repaired connective tissue [5,38]. In this sense, the physiological healing
process has three distinct phases: Inflammation, proliferation, and remodeling.

FIGURE 1.3 Chemical structure of bixin. Source: Molviewsoft University of California. mol-

view.org_software. Available from: https://molview.org/.
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Initially, it consists of an inflammatory response to injury or invading patho-
gens. Locally, chemotactic factors are released that recruit neutrophils,
monocytes, and other cells of the immune system to attack the lesion. The
macrophage becomes one of the most important markers for the transition
from the inflammatory phase to the proliferative phase during this particular
phase. Parallel to all these steps, neovascularization occurs, i.e., the formation
of new vessels that supply the newly formed tissue with blood and thus with
nutrients [5,21,39].

Disturbances in neovascularization can cause wounds to become chronic,
which is usually the case with diabetic foot wounds. Remodeling is referred to
as the final phase of healing, where wound closure and local collagen depo-
sition occur, which can take months to a few years. However, this collagen
matrix is different from uninjured skin and consists of densely packed fibers.
Fibroblasts play a critical role in collagen synthesis. Therefore, they form
immature scar tissue that is later replaced by definitive tissue [30,39].

Activation of the antioxidant transcription factor (nuclear erythroid factor 2
related to factor 2) called NrF2 is directly related to the antiinflammatory
effects of annatto and acts on important cellular defense mechanisms [3].
Phase II detoxification, inflammatory signaling, cellular DNA repair, an
antioxidant response, and autophagic activation are coordinated by Nrf2,

TABLE 1.1 Results of sequential extractions.

Exp. Solvent

P

(bar)

Mraw

material

(g)

Mextract

(g)

Mbixin

(g)

%

bixin

Mbixin/

Mraw

material

S1 ScCO2 400 14.9153 0.2525 0.0121 4.79 0.0062

Ethanol 0.5002 0.0607 12.14

Ethanol-
H2O

0.4506 0.0196 4.35

S2 ScCO2 400 15.1358 0.2591 0.0085 3.28 0.0068

Ethanol 0.4979 0.0714 14.34

Ethanol-
H2O

0.4314 0.0234 5.42

S3 ScCO2 400 15.066 0.2691 0.0113 4.20 0.0067

Ethanol 0.4947 0.0663 13.40

Ethanol-
H2O

0.4339 0.0242 5.58

Source: T. Taham, F.A. Cabral, M.A.S. Barrozo, Extraction of bixin from annatto seeds using com-

bined technologies, J. Supercrit. Fluids 100 (May 2015) 175e183. Available from: https://linkinghub.

elsevier.com/retrieve/pii/S0896844615000674 with modifications.
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suggesting an essential role in tissue repair. Its action is also demonstrated in
protecting gene expression from ultraviolet (UV)-induced skin damage, rep-
resenting a potential new approach to photoprotection and photo-
chemoprevention, radiation dermatitis, and capillary aging. In the test with
HaCat cells, treatment with 20 mM Bix of BixO for 24 h promoted the pro-
tection of cells from oxidative stress. Based on this test, Bix activated the
positive expression of the Nrf2 gene, which is one of the regulatory genes of
oxidative defense in human keratinocytes [3,37,38,40].

Another therapeutic property of BixO is its antimicrobial activity. Through
tocopherols extracted from the seeds, this plant has shown inhibitory proper-
ties on (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus)-infected individuals, i.e.,
the methicillin-resistant bacterium S. aureus, significantly reducing the bac-
terial load of wounds in mice [41]. Not only the seeds but also other parts of
the plant, such as the leaves and the skin of the seedless fruit, showed an
inhibitory effect, showed growth inhibition to varying degrees for the organ-
isms Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, and S. aureus, by the disk test [42].

When methanol extracts from the seeds and leaves of BixO were compared,
the leaves showed superior inhibitory activity in tests with Staphylococcus
mutans and Staphylococcus sanguinis [43]. The inhibitory effect of the seed
extract of BixO may be attributed to the presence of flavonoids, which can
form extracellular complexes with soluble proteins and with the bacterial cell
wall. However, polysaccharides from samples of leaves and twigs of BixO
showed antioxidant activities in the in vitro tests. In addition to seeds, extracts
of mucilaginous polysaccharides from leaves and twigs of BixO effectively
eliminated radicals such as molybdenum, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhy-
drazyl), iron, nitrogen, and superoxide [34]. Bix, the most abundant carotenoid
in this plant, also showed antioxidant properties and prevented the increase of
superoxide anions when it was packaged in nanocapsules and tested in animal
models [44]. In an in vivo test in diabetic rats, annatto extract and b-carotene
modulated the production of reactive oxygen/nitric oxide species in neutrophil
cells in animal models [45].

Overall, these studies support the validity of the therapeutic potential of
BixO for tissue healing in terms of antioxidant, antiinflammatory, and anti-
microbial effects on tissue regeneration. This research design included a
systematic review that compiled relevant translational studies.

Materials and methods

Protocol and registration

The preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses
(PRISMA) were used [46]. The protocol for this systematic review was
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published in the International Prospective Register of Systematic Reviews
(PROSPERO) [47] under registration number: CRD42021285602.

Eligibility criteria

Inclusion criteria

The inclusion criteria of this systematic review were based on the PICOS
(Population, Intervention, Comparison, Outcome, and Study Design) approach
[48]. The studies in which BixO (I) was used for tissue repair, antimicrobial,
and/or antiinflammatory and/or antioxidant activities (O) types, effects ex-
tracts, and crude extract of BixO were compared (C), both in an in vivo model
and in vitro (S).

Exclusion criteria

The group studied was excluded for the following reasons: (1) lack of in vivo
or in vitro studies; (2) did not evaluate the antioxidant and/or antimicrobial
and/or antiinflammatory effects of BixO; (3) unable to provide information on
wound healing; (4) abstracts, reviews, letters, personal opinions, book chap-
ters, and conferences; (5) no copy available; (6) published more than 10 years
ago (2011e21).

Information sources and search strategy

Review Question: Does the BixO act as a modulator of the tissue repair process
in rats? Individual search strategies were developed for the following biblio-
graphic databases: Cochrane Library, Prospero, LILACS/BVS, Embase,
MEDLINE/Pubmed, ScienceDirect, Scopus, CINAHL/EBSCO, and Web of
Science. Searches were conducted in databases published in the last decade,
from September 15e18 to October 2021, with no language restrictions.
Duplicate references were removed using the Reference Manager software
(Mendeley). Results are presented in Table S1 (in the supplementary material).

Study selection

The selection of articles was made in two phases: Screening of titles and
abstracts (phase 1) and reading of the full text (phase 2). In phase 1, two
authors (Silva, A.K.A.; Santos, C.R.) reviewed the titles and abstracts that
appeared to meet the inclusion criteria. In phase 2, three pairs of authors
(Silva, A.K.A.; Santos, C.R.; Abreu, P.R.A.; Pinheiro, W.M.; Fukuoka,
F.M.G.; and Tatmatsu-Rocha, J.C.) were trained to independently analyze the
full text of articles selected in phase 1 and exclude studies that did not meet the
inclusion criteria in Table S2 (in the supplementary material), and a third
author (Tatmatsu-Rocha, J.C.) was consulted in case of disagreement. The
extraction of relevant data from each study was organized in a predefined table
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describing the main points related to the characteristics of the intervention of
interest: Characteristics of the herbal medicine (crude extract or separate
pigment), dose, time, treatment regimen, route of administration, and sample.

Risks of bias and quality in individual studies

Due to the heterogeneity of the interventions evaluated, it was not possible to
perform a meta-analysis of all data in relation to the results found. Therefore,
we use them through narrative description, associated information, classifi-
cation of the quality of studies, and minimization of bias through the Cochrane
Collaboration Tool for Bias Risk Assessment using a Rob 2.0 platform. The
Rob 2.0 tool has 05 domains, namely: (1) bias due to the randomization
process; (2) bias due to deviation from planned interventions; (3) bias due to
missing outcome data; (4) bias in outcome measurement; and (5) bias in the
selection of reported studies [49e52].

Results

In a bibliometric study conducted on October 26, 2021, in the Web of Science,
Scopus, Embase, and MEDLINE/Pubmed databases using the search terms
(“BixO” OR “achiote” OR “annatto tree” OR “annatto”), 1180 publications
were found, duplicates excluded. Fig. 1.4 shows the publications registered
since 1859. It is noteworthy that research with this biomaterial has increased
dramatically since the 1970s. Since 2009, there have been at least 50 publi-
cations per year. To date, publications written about “BixO” from 2018
through 2022 have accounted for 23% of all publications in these databases.

For these studies, a bibliometric analysis was performed using VOSviewer
version 1.6.17 [54] with the configuration “binary count” with at least 10
simultaneous occurrences of terms. The result is shown in Fig. 1.4, which

FIGURE 1.4 The number of publications per year, searched in databases (Web of Science,

Scopus, Embase and MEDLINE/Pubmed). Source: Developed using A.D. Pinzón-Garcı́a, P.

Cassini-Vieira, C.C. Ribeiro, C.E. de Matos Jensen, L.S. Barcelos, M.E. Cortes, et al., Efficient

cutaneous wound healing using bixin-loaded PCL nanofibers in diabetic mice, J. Biomed. Mater.

Res. B Appl. Biomater. 105 (7) (October 2017) 1938e1949. Available from: https://onlinelibrary.

wiley.com/doi/10.1002/jbm.b.33724.
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shows the most frequent terms in the works. In Fig. 1.5, we can consider the
data according to five different clusters (groups). Each cluster is represented
by main terms linked to the following terms: Seed (red), extract (blue), Brazil
(green), project (yellow), and acid (purple).

The lines between the terms indicate the relationships between them in the
different papers analyzed. It appears that many of these studies are related to
studies on the use of BixO in medicine. Some of the most common terms in this
field are drug, disease, diabetes mellitus, cancer, malaria, antimicrobial activity,
antibacterial activity, oxidative stress, antioxidant properties, etc. Nevertheless,
732 papers were found when searching the database, especially the Web of
Science. Some of the regions that contributed the most were Brazil (53%), India
(10%), the United States (10%), Mexico (6%), and Malaysia (4%).

Characteristics of the included studies

When performing a bibliometric analysis using the terms associated with this
study, an outstanding contribution to the number of works in scientific data-
bases is observed (see Fig. 1.5): Scopus, Web of Science, CINAHL, and
Medline/Pubmed, respectively. By applying the full search string plus filters,
196 publications were found. As shown in the PRISMA flow diagram
(Fig. 1.6), 10 papers were considered for qualitative data analysis (Fig. 1.7).

Characteristics of the included studies

All included studies were research articles that investigated the antioxidant,
antiinflammatory, antimicrobial, and/or tissue repair effects of BixO bio-
molecules/extracts in the in vitro and/or in vivo models. The main charac-
teristics of the studies are summarized in Table 1.2.

FIGURE 1.5 Bibliometric analysis, with the VOSviewer Program version 1.6.17 [54], of the 732

works published with the search string (“Bixa orellana” OR “achiote” OR “annatto tree” OR

“annatto”), in title/abstract/words-keys, on October 26, 2021, with a minimum cooccurrence of

terms of 10 times and “binary counting”. Source: Developed using Leiden University - Center for

Science and Technology Studies, VOSviewerdVisualizing Scientific Landscapes. CWTSdMea-

ningful Metrics. Available from: https://www.vosviewer.com/.
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The included studies were conducted in Brazil (n ¼ 6), the United States
(n ¼ 3), and Italy (n ¼ 1). It is worth noting that only three countries in the
entire world have studied this research topic and that Brazil leads in the
number of studies. All studies were published between 2013 and 2020; 80%
were in English and 20% in Portuguese [3,30].

FIGURE 1.6 Flow diagram of literature search and selection criteria. Adapted from PRISMA, D.

Moher, L. Shamseer, M. Clarke, D. Ghersi, A. Liberati, M. Petticrew, et al., Preferred reporting

items for systematic review and meta-analysis protocols (PRISMA-P) 2015 statement, Syst. Rev. 4

(1) (December 1, 2015) 1. Available from: https://systematicreviewsjournal.biomedcentral.com/

articles/10.1186/2046-4053-4-1; B. Hutton, G. Salanti, D.M. Caldwell, A. Chaimani, C.H.

Schmid, C. Cameron, et al., The PRISMA extension statement for reporting of systematic reviews

incorporating network meta-analyses of health care interventions: checklist and explanations,

Ann. Intern. Med. 162 (11) (June 2, 2015) 777e784. Available from: https://www.acpjournals.org/

doi/10.7326/M14-2385.
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The purified biomolecules from BixO used in the included studies were
mainly Bix (n ¼ 5) [37,53,57e59] and NorBix (n ¼ 2). Three other studies
used BixO extracts, including an oil extract (n ¼ 1) [30], an aqueous extract
(n ¼ 1) [3], or a tocotrienol-rich extract (n ¼ 1) [41].

In the experiments, Bix was mainly dispersed in corn oil (n ¼ 1) [59], PEG
400 (n ¼ 2) [37,58], petrolatum (n ¼ 1) [30], or DMSO (n ¼ 1) [57]. Inter-
estingly, both Bix and NorBix were also associated with biomaterials such as
poly-(hydroxybutyrate) membranes (PHB) (NorBix, n ¼ 2) [55,56] and even
polycaprolactone (PCL) nanofibers (Bix, n ¼ 1) [53].

Regarding the biological effects of the biomolecules/extracts of BixO, the
studies investigated antioxidant (n ¼ 4), antiinflammatory (n ¼ 5), antimi-
crobial (n ¼ 1), and mainly tissue-repairing (n ¼ 7) activities. For example
antioxidant analysis, the studies evaluated cytotoxicity/proliferation (n ¼ 3),
detection of glutathione/ROS (n ¼ 3), regulation of Nrf2 genes/proteins
(n ¼ 3), oxidative DNA damage (n ¼ 3), hair graying (n ¼ 1), epidermal
thickness (n ¼ 3), and skin erythema (n ¼ 1). For tissue repair analysis, the
studies evaluated cytotoxicity/proliferation (n ¼ 2), wound closure (n ¼ 7),
number of fibroblasts (n ¼ 3), presence of exudate (n ¼ 1), presence of crusts
(n ¼ 1), tensiometric analysis (n ¼ 1), epithelialization of the skin (n ¼ 1), the
thickness of the epidermis (n ¼ 1), fibrin pattern (n ¼ 2), presence/type of
collagen (n ¼ 4), area of scar tissue (n ¼ 1), vascular density (n ¼ 2), fibro-
nectin gene expression (n ¼ 1). For antiinflammatory analysis, studies exam-
ined inflammatory cell count (n ¼ 3), leukocyte population detection (n ¼ 3),

FIGURE 1.7 The number of publications by string and by the database. A search was performed

on October 27, 2021. The whole string and applied filters are available in supplemental material.

Source: Authors.
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TABLE 1.2 Summary of descriptive characteristics of the included studies.

Study Population Intervention Outcomes

Author, year/

country

In vitro/in vivo

model (n) Biocompound/species

Model/treatment

regimen (douse, time

and route) Biological activities

Capella et al.,
2016, Brazil [30]

In vivo:
- Male Wistar

rats (Rattus
norvegicus),

- 60 days
- (n ¼ not

informed)

Oil extract/BixO(UO) In vivo:
Model: dorsal lesion by
punch (0.8 cm)
Dose/time: UO with
vaseline (vehicle) over
the lesion: 0.1% or
0.01% (0.1 mL). Daily
for 21 days.

# Tissue repair and anti-inflammatory activities
In vivo:1)
Exudate presence (day 4): 50% (all
treatments); progress reduction till day 21;

2) Crust presence (day 7): 100% (all treatments);
3) Epithelization (day 7): 92% (U 0.1%); 75% (U

0.01%); 16% (vaseline); 0% (saline); P < .05;
4) Lesion area (day 4): Y U 0.1% and U 0.01%

(37.2 and 34.1 mm2); vaseline and saline
(55 and 52.6 mm2); P < .05;

5) Lesion area (day 7): U 0.1% and U 0.01%
(36.4 and 39.2 mm2); Y vaseline and saline
(32.7 and 24.5 mm2); P < .05;

6) Tensiometric analysis (day 21): Y 47% (U
0.1% and U 0.01%); P < .05;

7) Cicatricial evolution:
- Day 4: inflammatory phase (all treatments)
- Day 7: [ proliferation phase (vaseline and

saline); P < .05
- Day 14: transition from inflammatory to

maturation phase (all treatments);
- Day 21: maturation phase (all treatments).

8) Fibrin pattern:
- Day 7: [ fibrin deposition (U 0.1% and U

0.01%); P < .05;
- Day 14: fibrin still present (U 0.1% and U

0.01%); P < .05;
- Day 21: no fibrin (all treatments).
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Rojo de la Vega
et al., 2018,
United States
[37]

In vitro: HEMnLP
cell line
(melanocytes)
In vivo:
Mice, 8e12 weeks
of age
a) Acute

photodamage:
SKH1 (Nrf2þ/þ

and Nrf2�/�);
n ¼ 6

b) PUVA-induced
hair graying:
C57BL/6J
(Nrf2þ/þ and
Nrf2�/�); n ¼ 6

Cis-bixin (purityd98%)
dispersed in PEG 400/BixO

In vitro:
a) Assay: NrF2 protein

expression
(immunoblotting)
Dose/time: cells
treated with bixin
(Bix, 20 and 40 mM)
for 4 h;

b) Assay: cell viability
(assay not informed).
Dose/time: cells
treated with bixin
(Bix, 20 mM);
hydrogen peroxide
(H2O2, 100 mM); and
Bix þ H2O2 every
other day for 6 wks.
In vivo:

a) Model: acute
photodamage (UV):
Dose/time: topical
bixin (Bix): 1% bixin
in PEG400 (vehicle)
on the dorsal skin;
twice (every 24 h) /
with or without UV
exposure (4.4 J/cm2

UVA þ 240 mJ/cm2

UVB).
b) Model: PUVA-

induced hair graying:
Dose/time:
b.1) topical bixin
(Bix): 1% bixin in
PEG400 (vehicle) on

# Antioxidant activity
In vitro:
1) NrF2 protein expression: [ NrF2 activation

and its downstream genes; dose-dependent.
2) Cell viability: control (100%); Bix (200%);

H2O2 (<20%);
Bix þ H2O2 (w125%); P < .05.

In vivo:
a) Acute photodamage:

1) Bix 1% (no UV): [ NrF2 (6.8-fold) and its
downstream proteins in Nrf2þ/þ mice;
P < .05;
- Attenuated effect in Nrf2�/� mice;

P < .05;
2) Epidermal thickening after UV exposure:

Y in Nrf2þ/þ mice (1.4-fold), but not in
Nrf2�/� mice (3.8-fold) both pretreated
with Bix; P < .05;

3) Oxidative DNA lesion after UV exposure:
Y in Nrf2þ/þ mice (1.2-fold), but not in
Nrf2�/� mice (1.9-fold) both pretreated
with Bix; P < .05;

b) PUVA-induced hair graying:
1) PUVA: [ NrF2 (>4-fold) and its

downstream proteins in Nrf2þ/þ mice;
P < .05;
- PUVA þ Bix (1%): Y NrF2 (2-fold) and

its downstream proteins in Nrf2þ/þ

mice; P < .05;
2) Hair graying after PUVA: Y in Nrf2þ/þ

mice (0.7-fold), but not in Nrf2�/� mice
(1.6-fold) both and two-fold in C57BL/6J
Nrf2þ/þ.
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TABLE 1.2 Summary of descriptive characteristics of the included studies.dcont’d

Study Population Intervention Outcomes

Author, year/

country

In vitro/in vivo

model (n) Biocompound/species

Model/treatment

regimen (douse, time

and route) Biological activities

the dorsal skin; no
UVA; twice (every
24 h);
- Topical

bixin þ PUVA:
1% bixin in
PEG400 on the
dorsal skin, twice
(every 24 h) /
topical 8-MOP
(0.5 mg/mL) for
30 min / UVA
exposure (1.32 J/
cm2 UVA).

b.2) topical
bixin þ PUVA: 1%
bixin in PEG400 on
the dorsal skin, twice
(every 24 h) /
topical 8-MOP
(0.5 mg/mL) for
30 min / UVA
exposure (1.32 J/cm2

UVA) / after hair
regrowth, one more
cycle of depilation/
hair regrowth till day
50.
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Nascimento et
al., 2019, Brazil
[55]

In vivo:
- Male Wistar

rats (Rattus
norvegicus),
10 weeks of
age

- (n ¼ 5)

Norbixin-based PHB
membrane (PHB-Nor)/
BixO

In vivo:
- Tendon sectioned

transversally in the
middle region
(surgical procedure)
/ NorBix-based
PHB membrane
glued joining the two
portions of the
tendon (group M) or
no intervention
(control group) /
skin was closed with
a suture.

- Histological analysis
after 7-, 14-, and 21-
days postinjury
procedure.

# Tissue repair and anti-inflammatory activities
1) Histopathological features PHB-Nor:

- Day 7: newly formed blood vessels, young
fibroblasts near the preserved residual
tendon;

- Day 14: thin fibroblasts arranged in
compact bundles;

- Day 21: mature fibroblasts arranged in
bundles parallel to the preexisting
tendon; granulomas

2) Presence of collagen I (mature):
- Day 7: PHB-Nor (25%) > control (2%);

P < .05
- Day 14: PHB-Nor (51%) > control (20%);

P < .05
3) Presence of collagen III (immature):

- Day 7: PHB-Nor (70%) < control (95%);
P < .05

- Day 14: PHB-Nor (49%) < control (79%);
P < .05

4) Inflammatory cell counts: PHB-Nor (w85
cells) < control (w160 cells) (7e21 Days);
P < .0001

5) Fibroblast counts: PHB-Nor (w99 cells) >
control (w72 cells) (7e21 Days); P < .0001

Nascimento et
al., 2020, Brazil
[56]

In vivo:
- Male Wistar

rats (Rattus
norvegicus),
10 weeks of
age

- (n ¼ 5)

NorBix-based PHB
membrane (PHB-Nor)/
BixO

In vivo:
- Tendon sectioned

transversally in the
middle region
(surgical procedure)
/ NorBix-based
PHB membrane
glued joining the two
portions of the
tendon or no

# Tissue repair and anti-inflammatory activities
1) Inflammatory cell counts (mean): PHB-

Nor þ LED (w78 cells) < control þ LED
(w90 cells) (7e21 Days); P < .0001

2) Fibroblast counts (mean):
- Day 7: PHB-Nor þ LED (82 cells) >

control þ LED (121 cells); P < .0001
- Day 14: PHB-Nor þ LED (101 cells)

similar to control þ LED (105 cells);
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TABLE 1.2 Summary of descriptive characteristics of the included studies.dcont’d

Study Population Intervention Outcomes

Author, year/

country

In vitro/in vivo

model (n) Biocompound/species

Model/treatment

regimen (douse, time

and route) Biological activities

intervention (control
group) / skin was
closed with a suture.

- Photobiomodulation
(LED-660 nm,
14 mW, during
4 min): 1 h
postinjury; repeated
once a day for 21
days.

- Histological analysis
after 7, 14, and 21
days postinjury
procedure.

- Day 21: PHB-Nor þ LED (99 cells) <
control þ LED (150 cells); P < .0001

3) Presence of collagen I (mature): PHB-
Nor þ LED (37.99%) > control þ LED
(9.47%) (day 7); P < .05
- Days 14 and 21: no significant difference

among groups.
4) Presence of collagen III (immature): PHB-

Nor þ LED (62.01%) < control þ LED
(90.53%) (day 7); P < .05
- Days 14 and 21: no significant difference

among groups

Pinzón-Garcı́a et
al., 2017, Brazil
[53]

In vitro: 3T3-L1
cell line (mouse
preadipocyte
fibroblasts)
In vivo:
- Male C57BL/6

mice (Mus
musculus), 8
weeks of age

- (n ¼ 10)
- Diabetic

(induced by

Bix-loaded PCL
electrospun nanofibers
(Bix-PCL)/BixO

Nanofibers:
- Bixin-PCL1: 2.5% (w/

w) Bix;
- Bix-PCL2: 12.5% (w/

w) Bix
In vitro

- Cells were split over
the sterile nanofibers
for 3, 5, and 7 days.

- Cell adhesion/
growth: MTT assay
In vivo

# Tissue repair
In vitro
- Cell adhesion/growth: no

treatment > PCL > Bix-PCL1 > Bix-PCL2
(3e7 Days); P < .05In vivo

a) Wound closure
* diabetic mice:
- Days 3 and 5: Bix-PCL1 > PCL and

Bix-PCL2; P < .05
- Day 7: Bix-PCL1 ¼ Bix-PCL2 > PCL;

P < .05
* non-diabetic mice:
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streptozotocin
treatment)

- Four 0.5 cm circular
excisional wounds
(dorsum) with punch.

- Topical treatment
(diabetic and
nondiabetic mice)
once: 0.5 cm2 PCL;
0.5 cm2 Bix-PCL1;
0.5 cm2 Bix-PCL2.

- Analysis: wound
area; histopathology;
scar tissue area;
histomorphometry
(day 14)

- Days 5 and 7: Bix-PCL1 > PCL;
P < .05

b) Total collagen (14 day)
* diabetic mice:
- PCL > Bix-PCL1 > Bix-PCL2; P < .05

c) Scar tissue area (14 day)
* diabetic mice:
- PCL > Bix-PCL1 > Bix-PCL2; P < .05

Pierpaoli et al.,
2017, Italy [41]

In vivo:
Balb/c mice (Mus
musculus)
- 6-month-age
- (n ¼ 6)

Tocotrienol-rich extract
(87.1% d-T3s and 12.9%
g-T3s) from seeds of BixO.

In vivo:
Model: superficial
surgical wounds infected
with methicillin-resistant
Staphylococcus aureus
(MRSA).
Dose/time: 50 or
100 mg/kg of T3s (oral),
daily until at end
experiment, starting from
8 days before MRSA-
challenge.
- 2 days after surgical

wounds infected
with MRSA: some
mice received
additional treatment
with the DAP 7 mg/
kg, daily, via IP, for
more 7 days.

#Tissue repair, anti-inflammatory, and
antimicrobial activities
1) Viable MRSA cells present on tissues:

- 50 mg/kg of T3s / no significant
reduction in MRSA counts.

- 100 mg/kg of T3s / no significant
reduction in MRSA counts.

- DAP alone / Y 3-log10 in MRSA counts;
P < .05

- DAP þ 50 mg/kg of T3s / no significant
reduction in MRSA counts.

- DAP þ 100 mg/kg of T3s / Y 4-log10 in
MRSA counts; P < .05

2) Immune modulation:
- [ CD49bþ NK cells over the levels

observed in all infected groups; P < .05
- [ levels of NK activity (mean � SD; 20%

lytic units (LU20) per 10
7 cells):

* control / 6.9 � 0.1
* 100 mg/kg of T3s/ 7.9 � 0.1; P < .05
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TABLE 1.2 Summary of descriptive characteristics of the included studies.dcont’d

Study Population Intervention Outcomes

Author, year/

country

In vitro/in vivo

model (n) Biocompound/species

Model/treatment

regimen (douse, time

and route) Biological activities

- Analysis:
quantification of
viable bacterium,
mRNA expression,
lymphocytes
analysis, and NK
cytotoxic/activity
assay

* DAP alone / 10.6 � 1.9; P < .05
* DAP þ 100 mg/kg of T3s /
12.7 � 2.2; P < .05

- [monocytes/macrophages (CD11bþ) and
granulocytes (Gr-1þ) in T3s and DAP
alone; P < .05

- [ CD4þ and CD8þ cells in T3s and
DAP þ T3s treated mice / CD4þ in
T3s > DAP þ T3s; P < .05

3) Tissue repair:
- fibronectin mRNA levels: [ 2.8-and 1.6-

fold in T3s alone and DAP þ T3s,
respectively; Y 2.1-fold in DAP alone;
P < .05

- IL-24 mRNA levels: [ 2 and 2.4-fold in
T3s alone and DAP þ T3s, respectively;
P < .05

Piva et al., 2013,
Brazil [57]

In vivo:
Male Wistar rats,
- 45e50 days-

age
- n ¼ 8

Bix (diluted in DMSO) In vivo:
Model: surgical lesion of
the 0.5 cm, in the middle
of the dorsum of the
tongue.
Dose/time: daily topical
application of 50 mL of
the Bix (3 mg/mL),
applied for 1 min in all

# Tissue repair and anti-inflammatory activities
In vivo:
1) Histological analysis:

- Day 2: there was discrete inflammatory
infiltrate.

- Day 7: reepithelialization; Y lesion area;
discrete inflammatory infiltrate; [
fibroblasts with a greater deposition of
collagen fibers.
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injured areas. Once a
day for 21 days.

- Day 14: Y lesion area; better organization
of collagen.

- Day 21: complete reepithelialization;
presence of blood vessels, intense
collagen matrix, collagen fibers of varied
and organized thickness, and Y lesion
area.

2) Y number of neutrophils (more pronounced at
days 2 and 7); P < .05

3) Average number of blood vessels;
macrophages; lymphocytes; and plasma
cells / similar to control group.

4) [ collagen area (w2.6-fold; day 2); P < .05
5) Collagen type:

- Immature collagen: similar to control
group

- Mature collagen: [ at day 14 (w3.3-fold);
P < .05

Santos et al.,
2014, Brazil [3]

In vivo: males
Wistar rats, adults
(n ¼ 4)

NorBix (aqueous
extractd2.5% NorBix)/
BixO.

Model: cutaneous
wounds (2 cm) on the
animals’ backs
Dose/time: topical
application of the 2.5%
norbixin over the wound
for 3 days.
Analysis:
histomorphometry (day
3,7, 14, and 21)

# Tissue repair and anti-inflammatory activities
1) [ inflammatory infiltrate: predominance of

neutrophils and eosinophils (day 3) and
macrophages and lymphocytes (day 14);
P < .05

2) [w2-fold vascular density (7e21 days);
P < .05

3) Y 50%e60% fibroblast counts (3e14 days); [
w2-fold fibroblast counts (day 21); P < .05

4) No variation in collagen deposition.
5) No delay in reepithelization and fibroplasia

process.

Continued

B
ixa

o
rellan

a
L.

an
d
its

im
p
licatio

n
s
in

h
u
m
an

h
ealth

C
h
a
p
te
rj

1
1
9



TABLE 1.2 Summary of descriptive characteristics of the included studies.dcont’d

Study Population Intervention Outcomes

Author, year/

country

In vitro/in vivo

model (n) Biocompound/species

Model/treatment

regimen (douse, time

and route) Biological activities

Schmidlin et al.,
2020, United
States [58]

In vitro: skin
keratinocytes
(HaCaT) cells,
transfected or not
with siRNA NrF2
In vivo:
SKH1 Nrf2þ/þ and
Nrf2�/� mice;
8e12 weeks of
age (n ¼ not
informed)

Bix (dispersed in PEG 400)/
Bixa orellana.

In vitro:
a) Assay: cell viability

(MTT assay)
Dose/time: Bix
40 mM, 24 h prior
ionizing irradiation
exposure (4 Gy) /
MTT assay 10 days
postradiation.

b) Assay: DNA
fragmentation (comet
assay)
Dose/time: Bix
40 mM, 24 h prior
ionizing irradiation
exposure (4 Gy) /
comet assay 1 h
postradiation.

c) Assay: protein
expression,
(immunoblotting)
Dose/time: Bix
40 mM, 24 h prior
ionizing irradiation
exposure (4 Gy) /
protein expression 1 h
postradiation.

# Antioxidant activities
In vitro:1) Maintained cell viability 10 days

postradiation; P < .05.
2) Y foci/cell 1e2 h postradiation; P < .05
3) Y DNA damage marker (p-p53) and DNA

fragmentation 1e2 h postradiation (NrF2-
dependent); P < .05.

4) Y ROS 1 h postradiation (NrF2-dependent);
P < .05.

5) [ 1.5-fold gluthatione levels 24 h
postradiation (NrF2-dependent); P < .05.In
vivo:1) Y 3-fold severity of erythema mice; P < .05.

2) Y epidermal thickening (21 day); P < .05.
3) Y ROS 1 h postradiation (NrF2-dependent);

P < .05.
4) [ regulation of NrF2 target gene expression

1 h postradiation; P < .05.
5) Y DNA damage 1 h postradiation; P < .05.
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d) Assay: g-H2AX foci
formation
Dose/time: Bix
40 mM, 24 h prior
ionizing irradiation
exposure (4 Gy) /
foci formation 1 h
postradiation.

e) Assay: (ROS)
detection (EPR)
Dose/time:

In vitro: Bix 40 mM, 24 h
prior ionizing irradiation
exposure (4 Gy) / ROS
1 h postradiation.
e) Assay: glutathione

levels detection (kit)
Dose/time: Bix
40 mM, 24 h prior
ionizing irradiation
exposure (4 Gy) /
glutathione levels
24 h postradiation.

In vivo:
Model: ionizing
irradiation (30 Gy) Dose/
time: pretreatment with
1% bixin (topical) 24 and
48 h prior to 30 Gy
radiation exposure in the
back skin / mice were
monitored and imaged
for 21 days postradiation.
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TABLE 1.2 Summary of descriptive characteristics of the included studies.dcont’d

Study Population Intervention Outcomes

Author, year/

country

In vitro/in vivo

model (n) Biocompound/species

Model/treatment

regimen (douse, time

and route) Biological activities

Tao et al., 2015,
United States
[59]

In vitro:
Human skin
keratinocytes
(HaCaT) cells and
primary human
epidermal
keratinocytes
(HEKA).
In vivo:
SKH1 Nrf2þ/þ and
Nrf2�/� mice; 8
weeks of age
(n ¼ 6)

Bix (dispersed in corn oil)/
BixO.

In vitro:
a) Assay: cell viability.

MTT assay
Dose/time: Bix
0e160 mM, 48 h

b) Assay: annexinV/PI
Dose/time: Bix
20 mM, 24 h

c) Assay: glutathione
assay (luminescent
GSH-Glo)
Dose/time: 0e40 mM,
24 h

d) Assay: intracellular
oxidative stress
(DCFH-DA)
Dose/time: cells
pretreated with bixin
(20 mM; 1 or 24 h) /
exposed to singlet
oxygen generated by
dye-sensitization /
incubated with
DCFH-DA and
analyzed after 1 h.

# Antioxidant and anti-inflammatory activities
In vitro:
1) [ regulation of NRF2 signaling (gene

expression of target genes and protein levels)
in HEKA and HaCaT cells (Bix 20 mM, 24 h);
P < .05

2) [ regulation of NRF2 signaling without
affecting Nrf2 or Keap1 mRNA levels; P < .05

3) No impairment of cell viability (HaCat) after
Bix exposure (0e160 mM, 48 h); P < .05

4) [ total cellular glutathione (HaCat) after Bix
exposure (0e40 mM, 24 h); P < .05

5) Y induced oxidative stress with Bix
pretreatment (20 mM, 24 h); P < .05

6) [ regulation of NRF2 signaling in HaCaT cells
(20 mM, 24 h) even in cells preincubated with
different antioxidants; P < .05

7) [ NRF2 half-life (Bix 40 mM, 4 h); P < .05
8) Y NRF2-ubiquitination (Bix 40 mM, 4 h);

P < .05
9) Bix / canonical NRF2 inducer acting

through the critical Cys-151 sensor residue
in KEAP1.In vivo:
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e) Assay: oxidative
stress PCR expression
array analysis.
Dose/time: 20 mM; 1
or 24 h

f) Assay: transfection
with KEAP1 wild type
(KEAP1-WT) or
KEAP1 mutated
Dose/time: 24 h
posttransfection, cells
were treated with
bixin (40 mM) for 16 h
/ analysis of the
reporter gene activity

g) Assay: NrF2 protein
expression,
ubiquitylation, and
half-life
(immunoblotting/
immunoprecipitation)
Dose/time:
- Cells were treated

with Bix (40 mM)
for 4 h for NrF2
half-life and
ubiquitylation

In vivo:
Model:

photodamage
(sunburn model-UV);
Dose/time:

1) Bix plasma concentration peak (Nrf2þ/þ and
Nrf2�/�): 2 h after i.p. injection; basal levels
after 48 h.

2) [ protein levels of NrF2 and its targets (GCLM
and AKR1C1) (Nrf2þ/þ) / Bix 200 mg/kg
(i.p.) after 72 h

3) [ cutaneous NrF2 pathway in Nrf2þ/þ but not
in Nrf2�/� mice, detectable at the protein
[NrF2, GCLM, AKR1C1] and mRNA levels
[Gclm, Akr1c1] (Bix þ UV); P < .05.

4) Y UV-induced epidermal thickening and
apoptosis in Nrf2þ/þ (Bix þ UV); P < .05

5) Y oxidative DNA damage in Nrf2þ/þ

(Bix þ UV); P < .05
6) Y keratinocyte hyperproliferation in Nrf2þ/þ

(Bix þ UV); P < .05
7) Y UV-induced epidermal expression of the

inflammatory NF-kB target gene MMP9 in
Nrf2þ/þ (Bix þ UV); P < .05

8) Y UV-induced cutaneous inflammatory gene
expression (IL6, TNFa, MMP9) in Nrf2þ/þ

(Bix þ UV); P < .05
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TABLE 1.2 Summary of descriptive characteristics of the included studies.dcont’d

Study Population Intervention Outcomes

Author, year/

country

In vitro/in vivo

model (n) Biocompound/species

Model/treatment

regimen (douse, time

and route) Biological activities

intraperitoneal (i.p.)
injection of Bix:
200 mg/kg in corn oil
(vehicle); 48 h before
UV exposure / with
or without UV
exposure (4.4 J/cm2

UVA þ 240 mJ/cm2

UVB) / skin tissue
collection 24 h after
UV exposure. -
Plasma collection: 0,
1, 2, 4, 8, 16, 24, 48,
and 72 h after
injection / Bix
detection by HPLC.

8-MOP, 8-methoxypsoralen; C57BL/6, black fur mouse; CFU, colony formation unit; CFU/mL, colony forming units per mL; DAP, daptomycin; DCFH-DA, 20,70-dichlor-
odihydrofluorescein diacetate; DMSO, dimethyl sulfoxide; ECM, extracellular matrix; EPR, electron paramagnetic resonance; FP, fibrin pattern; gamma-GCS, gamma-gluta-
mylcysteine synthetase; GSH, glutathione; HaCat, keratinocytes and primary epidermal; IP, intraperitoneal route; LED, light emitting diode; ML, PHB membrane with LED;
MMP9, matrix metalloproteinase 9; MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus; ND, not determined; NK, natural killer cells; NrF2, nuclear factor erythroid 2-related
factor 2; PCL, polycaprolactone; PEG400, polyethylene glycol 400; PHB, poly(hydroxybutyrate); PHB, poly-beta-hydroxybutyrate; PI, propidium iodide; PUVA, photosensitizer
and UVA; ROS, reactive oxygen species (free radical levels); SF, group physiological; SKH1 Nrf2þ/þ and KH1 Nrf2�/�, knockout mice for a phenotypic indicator of postirradiation
skin; T3s, a-, b-, g, and d-tocopherols or tocotrienols; U, oil extract of annatto; U 0.1%, group oil extract of annatto 0.1% of concentration; U 0.01%, group oil extract of annatto
0.01% of concentration; UV, ultraviolet radiation; UVA, solar ultraviolet ray A; UVB, solar ultraviolet ray B; V, group vaseline; VERO cells, African green monkey kidney; WKS,
weeks.
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and inflammatory marker gene expression (n ¼ 1). For antimicrobial analysis,
the studies assessed the number of MRSA CFU (n ¼ 1).

Quality and risk of bias individual studies

The assessment of quality and risk of bias for all included studies based on
ARRIVE and SYRCLE’s RoB guidelines is summarized in Table S3 (in the
supplemental material) and shown in Fig. 1.8. Criteria were classified as
“somewhat concerning” if they were not reported or contained incomplete
information. The study design was well executed in most studies, and some
articles mentioned the timing of treatment (n ¼ 10), the route of administra-
tion (n ¼ 10), the dose of BixO biomolecules/extracts (n ¼ 8), and the pres-
ence of control groups (n ¼ 10). Animal models were considered appropriate,
and ethics committee approval was indicated in all studies. Most studies did
not include clear descriptions of allocation/randomization (n ¼ 4) and blinding
(n ¼ 9), which are required for risk of bias and quality assessment. In addition,
all studies (n ¼ 10) had a low risk of selection bias in reported outcomes.

Synthesis of results

Included studies included in vivo experiments (n ¼ 10) or both in vitro and in
vivo analyzes (n ¼ 4); in vivo studies were performed with rats (n ¼ 5) and
mice (n ¼ 5), three of which used knockout animals (NrF2�/�) animals

FIGURE 1.8 Quality and risk of bias assessment based on ARRIVE and SYRCLEs’RoB. LOW

answers indicated low risk of bias, NO INFORMATION indicated did not clearly describe, and

SOME CONCERNS indicated it was incomplete information. Detailed description of the evalu-

ated parameters is found in Table S3 (in supplementary material).
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[37,58,59]. The cell lines used in in vitro studies were HEMnLP (human
melanocytes) [37], 3T3-L1 (murine fibroblasts) [53], HaCat, and HEKA
(human keratinocytes) [58,59].

For in vivo tissue repair and antiinflammatory investigations, it was noted
that most of the studies induced surgical wounds in the dorsal animal region
(n ¼ 3), with diameter areas varying from 0.5 to 2 cm [3,30,53]. One study
induced a 0.5 cm wound in the dorsum of the tongue [57], and the other two
studies evaluated tissue repair after tendon surgical section procedures [55,56].

Interestingly, one of these studies evaluated wound closure in diabetic mice
[53], and another study compared the association of photobiomodulation and
NorBix treatment in tendon tissue repair [56]. Regarding the route of admin-
istration of the treatments, most of the studies (n ¼ 6) described the topical
application of BixO biomolecules/extracts over the wound [3,30,53,55e57].
The doses of BixO biomolecules/extracts ranged from (a) 2.5% for NorBix in
the aqueous extract [3]; (b) 0.01%e0.1% for oil extract [30]; and (c) 3 mg/m
for free Bix [57] or 2.5%e12.5% for Bix associated with nanofibers [53].
Treatment application frequency varied from one single application [53,55,56]
to daily applications for 3 [3] or 21 days [30,57]. Only one study performed
the treatment by daily oral administration of 50 or 100 mg/kg of BixO toco-
trienol-rich extract. Interestingly, the wounds evaluated in this study were
infected with MRSA.

The treatment started 8 days before the MRSA challenge until the end of
the experiment (9 days postinfection). Additional treatment with the antibiotic
daptomycin was also evaluated [41].

For in vivo antioxidant and antiinflammatory activity investigations, UV
(sunburn model) (n ¼ 2) [37,59] or ionizing radiation (n ¼ 1) [58] exposure to
the dorsal skin of wild-type or knockout (NrF2�/�) mice was used. In addition,
one of these studies also used a PUVA ( )-induced hair greying model [59]. It is
worth noting that the only BixO biomolecule evaluated in these studies was the
Bix. Regarding the dose and route of administration of the treatments, most of
the studies performed topical applications (1% Bix; n ¼ 2) [58] and one of
them used intraperitoneal application (200 mg/kg Bix; n ¼ 1) [59]. Interest-
ingly, in all antioxidant studies, Bix was administered as a pretreatment 24 and/
or 48 h before UV or ionizing radiation exposure.

In vitro experiments were used in four studies to complement in vivo
analysis and to investigate the mechanisms of action involved in tissue repair
(n ¼ 1) [53] and antioxidant activity (n ¼ 3) [37,58,59] of Bix. The dose and
time of treatment were 2.5%e12.5% (3e7 days) for Bix associated with
nanofibers [53] and 20e40 mM of Bix incubated for 4e48 h [37,58,59].

Discussion

The bioactive molecules cis-Bix, Bix, and NorBix from BixO have structural
features that have important therapeutic potential. Carotenoids, phenolic
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compounds, and tocopherols make it a plant of medicinal interest, as these
compounds have inhibitory potential for oxidation reactions and stimulate
tissue regeneration [36]. In view of this, in the literature of the last decade, we
have systematically investigated the potential effects of this plant on tissue
healing and/or protection, using antioxidant, antiinflammatory, and antimi-
crobial effects in in vivo and in vitro models as guiding elements.

Given the hydrophobic nature of the Bixmolecule, some studies have opted
for its dispersion in various vehicles to allow the study of its biological effects
in in vitro and in vivo models. For example, in a study [57,60], Bix was
dispersed in DMSO (dimethyl sulfoxide) solution.

This choice was since the dye has polar (C]O) and nonpolar (CeH) re-
gions in its structure. Such properties extend the solubility possibilities of this
substance. In contrast to this study [37,58], dispersed Bix in the nonionic
surfactant (PEG 400). Other suggestions for dissolving Bix included dispersing
it in corn oil [37,59] or petrolatum [30]. Nanofibers were also used to bind
with Bix (PCL), a biodegradable polyester [53].

The most reported methods for the extraction of Bix and Norbix are consist
of ethanol extractions based on the seeds of Bixa orellana [61]. The acidity
parameters of urucum, the peroxide levels, and the amount of carotenoids are
used as the main parameters that reflect the quality of the oil. These changes in
parameters may be caused not only by the extraction methods but also by the
high content of fatty acids, terpenes, and long-chain molecules in urucum,
which, according to Ref. [62], give less stability to the extracts and vegetable
oils.

The dark coloration of two carotenoid-rich seed extracts may be associated
with the fatty acid degradation of taxa. For the Association of the Official
Analytical ChemistsdAOAC (2022) [63], lipid degradation may occur
through processes of hydrolysis, oxidation, and polymerization. Thus, the
degradation of two carotenoids can occur through oxidation processes and
enzymes such as lipoxygenase, which catalyzes the oxidation of two carot-
enoids and promotes the release of fatty acids to form geometric and optical
isomers [64].

Since this study analyzed the antioxidant, antiinflammatory, and antimi-
crobial effects of BixO in vitro and in vivo, we believe it is critical to un-
derstand the factors involved in tissue repair. Some of the authors listed in this
review have proposed to evaluate the healing and local inflammatory processes
in surgical wounds in the dorsal region of the animals studied [3,30,37,53],
using as experimental intervention the topical application of BixO preparations
to these wounds. In addition, other studies have analyzed tissue repair on the
dorsum of the tongue [57] and, after surgical resection of tendons [53,55,56],
studied healing in rats suffering from diabetes.

However, the healing process is unique and varies from tissue to tissue.
Tendons, for example, are composed of many types of collagen fibers, and
their healing process generally involves a series of growth factors that differ
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from other superficial tissues. Its phases include the initial inflammatory
phase, collagen synthesis, angiogenesis, and fibrosis [55,65] evaluated the
efficacy of NorBix-based PHB membranes in rats whose tendons were
sectioned at seven, 14, and 21 days for further histological analysis.

This study supports the results of [3,30], which obtained a high production
of fibroblasts after the 14th day, an improvement in the intervention groups in
reducing the inflammatory process, and a better disposition of fibers from type
I collagen, probably due to the high production of fibroblasts after the 14th
day.

Other studies selected in this review have associated BixO with bio-com-
pounds, as in the study by Ref. [53], in which Bix was associated with PCL.
The results showed that this compound effectively accelerated wound closure.
In addition [56], used the association of a NorBix-based membrane with (light
emitting diode (LED)) type light emitters. In this study, the injuries on the
heels of rats were examined for 7, 14, and 21 days. The control group received
treatment with LED, while the intervention group LED was associated with
biomembranes. In this study, the use of isolated LED proved to be more
effective in terms of healing results than membrane-associated LED [66], with
a reduction in inflammatory infiltrates and an increase in the number of fi-
broblasts, which consequently stimulated a remarkable maturation of collagen
fibers.

Photobiomodulation: A systematic review and meta-analysis of the most
used parameters in the resolution of diabetic foot ulcers. In the discussion of
this work, it was suggested that the membrane may have affected the prolif-
erative phase cycle and the possibility of oxidative degradation of NorBix after
interaction with electromagnetic irradiation by LED. However, there is evi-
dence of beneficial effects of this type of light emitter on tissue repair [67], it
must be emphasized that this was the only study using photobiomodulation
(LED), whose wavelength was 660 � 20 nm by the authors. Further studies are
needed to assess whether this association of light with NorBix could occur at
other wavelengths of light.

These associations of BixO with biocompounds may be significant in
diabetic models, where there is a significant vascular deficit in tissue perfusion.
In this sense, healing in diabetic patients relies on reducing the angiogenesis
process and capillary density, which impairs the supply of nutrients required
for tissue repair [68]. In addition to the impairment of the vascular maturation
process, alterations in macrophage-regulated proinflammatory activities can
also be observed, delaying the progression of the healing process and thus
contributing to a chronic wound [69]. The hyperglycemic state causes mito-
chondrial dysfunction and consequently an increase in oxidative processes
[70]. Wounds and various pathological conditions can contribute to free rad-
icals, i.e., reactive oxygen and nitrogen species. Free radicals are associated
with initiating inflammation, and antioxidant substances delay, prevent, or
interrupt the oxidative damage caused by free radicals [25]. The articles
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included in this study pointed out the important antioxidant activities of Bix, so
its oxidative protection can be highlighted even directly in DNA.

Moreover, antioxidant agents have the function of protecting cells from
tissue damage and promoting the activation of defense mechanisms, especially
in the activation of NrF2þ/þ gene expression. NrF2 is involved in crucial
cellular defense mechanisms such as detoxification in phase II, inflammation
signaling, DNA repair, antioxidant response, and autophagic activation [37].
To confirm these data, in vitro and/or in vivo experiments were performed on
rats to evaluate the efficacy of Bix as an activator of NrF2þ/þ gene expression
[37,58,59].

This work showed that Bix has an antioxidant protective effect that stim-
ulates melanocyte production and minimizes harmful oxidative damage.

The Bix administration was systemic by intraperitoneal via, and the results
showed a notable antioxidant effect. Bix increased the protein concentration by
NrF2 and prevented the degradation of these proteins allowing a longer acti-
vation time of the antioxidant effect [59]. Similarly, in in vitro tests with UV
and PUVA irradiation, observed that the amount of free Bix doubled after
exposure of melanocyte cells compared to the control group and accelerated
the production of melanocyte cells. Antioxidant protection was observed when
the authors added hydrogen peroxide to the cells. It was observed that the
viability of the cells decreased to almost 20% without Bix, while the viability
was 100% in the presence of Bix [37]. In an in vivo study with rats aged 8e12
weeks, an increase in the expression of NrF2þ/þ and proteins correlated with
this pathway was observed. Similar effects were observed with ionizing ra-
diation. In the study in vivo, a decrease in the formation of reactive oxygen
species, an activation of the NrF2 protein, and a 1.5-fold increase in gluta-
thione levels as protection against DNA damage were observed upon treatment
with Bix [58].

The antimicrobial effect of BixO was studied in surgical wounds infected
with MRSA. Long-term supplementation with 100 mg/kg T3 was unable to
alter the immune phenotype of splenocytes. They concluded that T3 plays an
important role in potentiating antibiotic therapy for deep infections caused by
virulent MRSA strains. The use of low-cost natural products with low toxicity
could evolve into new antibiotic therapy strategies that potentiate the effect of
drugs or act in isolation [41]. For this, studies are needed to analyze the
antimicrobial activity of BixO.

The antioxidant, antiinflammatory, and antimicrobial effects of BixO in
vivo and in vitro models presented in this systematic review point the way for
further work, using the reports of the papers selected in this review as a
starting point. The methodological quality and risk of bias in these studies
were highlighted to facilitate the development of new strategies in these new
studies. The dilutions, dosages, methodologies, and likely mechanisms of
action of the selected articles were discussed and compared. The antioxidant,
antiinflammatory, and antimicrobial effects of BixO were presented in this
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systematic review. The methodological quality and risk of bias analysis could
be a starting point for further studies.

Limitations

In preparing this systematic review, several limitations were noted. First, there
was heterogeneity in carotenoids, extraction characteristics, animal models,
administration periods, and intervention concentrations, which made the meta-
analysis infeasible. Most studies did not clearly specify allocation/randomi-
zation and blinding, which are required for risk of bias and quality assessment.

Conclusion

The low production cost of BixO associated with its easy obtention favors its
use in the healing wound industry. In addition, the use of BixO can boost the
bioeconomy. The antioxidant, antimicrobial, and antiinflammatory properties
of BixO are extensively related in the literature and this review can be used as
referential to further studies as a starting point. Indeed, this review point to the
new perspectives on studies translational favoring future clinical applicability
of BixO.
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CAPÍTULO V 

Marketing científico – Ilustração de plataformas Organs-on-a-

chip: funcionamento, aplicações e potencialidades. 
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5.1 MARKETING CIENTÍFICO: ORGAN-ON-A-CHIP E SUAS APLICAÇÕES 

O design de marketing científico que criamos tem como objetivo disseminar 

informações essenciais sobre as potencialidades, aplicações e funcionamento da plataforma. 

Através deste material, buscamos apresentar essa inovadora tecnologia que replica órgãos 

humanos em miniatura para fins de pesquisa e testes, permitindo avanços significativos na área 

da biomedicina. 

Com esse material, esperamos alcançar um amplo público interessado em ciência, 

pesquisadores, profissionais da área médica e estudantes, oferecendo a eles a oportunidade de 

compreender melhor o potencial e as possibilidades oferecidas pela tecnologia. É fundamental 

que o conhecimento seja divulgado e acessível a todos, pois isso pode acelerar pesquisas 

científicas e o desenvolvimento de novos tratamentos e medicamentos. A disponibilidade 

gratuita do material visa promover a democratização da informação, permitindo que 

pesquisadores e profissionais de saúde de diversas áreas tenham acesso a conhecimentos que 

podem beneficiar suas atividades e contribuir para o avanço da medicina. 

Para acessar gratuitamente o material sobre o OoC, acesse: 

https://prezi.com/view/AI1QZnDlJrtn96UCFDya/ 
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CAPÍTULO VI 

Discussão:  

• Aspectos éticos e regulatórios 

• Pesquisa translacional no Brasil 

• Visão da engenharia biomédica
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6.1 CRITÉRIOS DE PADRONIZAÇÃO, CONFIABILIDADE, UPSCALING E REDUÇÃO DE 

CUSTOS PARA PROMOÇÃO DA PESQUISA TRANSLACIONAL ENVOLVENDO 

ORGAN-ON-A-CHIP 

Muitos medicamentos podem não apresentar efeitos adversos em animais durante a fase 

pré-clínica, mas podem demonstrar danos hepáticos, cardíacos ou renais imprevisíveis em 

pacientes durante os ensaios clínicos. Portanto, a avaliação da toxicidade e eficácia é vital 

durante a fase tardia do desenvolvimento pré-clínico e nos ensaios clínicos. Nesse sentido, os 

Organ-on-a-Chip humanos podem servir como uma ferramenta útil para a avaliação eficiente 

e precisa da toxicidade de medicamentos antes da aprovação para uso em ensaios clínicos [6]. 

Conforme as evidências dispostas nas revisões sistemáticas, apesar de serem uma abordagem 

promissora, ainda faltam processos relacionados à fabricação, testes e legislações mundiais 

para que estes dispositivos possam ser incorporados na PTS. 

A parceria entre universidades, órgãos reguladores e indústria privada desempenha um 

papel fundamental na validação dos dispositivos. Essa colaboração é essencial para garantir a 

confiabilidade, segurança e eficácia desses dispositivos, bem como para impulsionar a sua 

adoção e aplicação clínica. As universidades trazem o conhecimento científico e a experiência 

em pesquisa e desenvolvimento, enquanto os órgãos reguladores fornecem o conhecimento das 

normas e regulamentos necessários para garantir a conformidade regulatória. Por sua vez, a 

indústria privada contribui com a experiência em produção em escala, fabricação e 

comercialização dos dispositivos.  

A parceria permite a realização de ensaios e estudos robustos, que são essenciais para 

validar a eficácia e segurança dos dispositivos OoC. Além disso, a colaboração entre essas 

entidades promove a troca de conhecimentos, estimula a inovação e acelera o processo de 

desenvolvimento e aprovação dos dispositivos. Essa sinergia entre universidades, órgãos 

reguladores e indústria privada é fundamental para impulsionar avanços na área de Organ-on-

a-Chip, permitindo o desenvolvimento de soluções médicas mais precisas, personalizadas e 

eficazes para o benefício da saúde e bem-estar das pessoas. 

A ampla adoção de modelos OoC é prejudicada pela falta de informações sobre sua 

confiabilidade e relevância. É essencial caracterizar e qualificar esses dispositivos para 

fornecer confiança aos usuários finais e reguladores. Isso envolve selecionar modelos 
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relevantes com base em resultados específicos, realizar estudos com compostos de referência, 

garantir a qualidade das culturas de células, demonstrar eficácia em comparação com os perfis 

in vivo e garantir a reprodutibilidade dos resultados. Propõe-se que estudos de qualificação 

sejam conduzidos por terceiros, e iniciativas e infraestruturas regionais estão sendo 

desenvolvidas, com bancos de dados públicos para armazenar dados de qualificação e 

promover a adoção dos modelos OoC. A coordenação internacional também é importante para 

compartilhar conhecimento e recursos [65]. 

Em um ensaio promissor comparativo, fruto de uma parceria entre a FDA e a empresa 

Emulate, OoCs de fígado humano (Human Liver Organ-Chip), foram avaliados para analisar a 

segurança de OoCs em um cenário regulatório. O objetivo era determinar a utilidade desses 

sistemas em comparação com os modelos tradicionais in vivo e in vitro. Para isso, foi utilizado 

o ácido diglicólico (DGA), uma hepatotoxina conhecida, em hepatócitos humanos primários 

criopreservados. O DGA foi testado em concentrações de 1 a 20 mM tanto no Liver-Chip 

quanto em placas multi-poços tradicionais. Os resultados mostraram que concentrações de 10 

mM e 20 mM de DGA foram severamente citotóxicas em ambas as plataformas, enquanto 5 

mM foi levemente citotóxico apenas no Liver-Chip.  

Além disso, algumas funções dos hepatócitos foram reduzidas com 5 mM de DGA no 

Liver-Chip e 1 mM nas placas multi-poços. Observou-se que os efeitos dos poços individuais 

foram mais pronunciados ou ocorreram mais cedo do que nos chips de fígado. A análise do 

desempenho do Liver-Chip revelou baixa variabilidade para parâmetros bioquímicos, mas 

maior variabilidade para parâmetros de imagem. A sensibilidade e especificidade do Liver-Chip 

foram altas, sendo necessário apenas 3-4 Liver-Chips para detectar um efeito.  

A plataforma mostrou resultados mais fisiologicamente relevantes, possivelmente 

devido à remoção de produtos residuais e à adição de sinais de sobrevivência de células 

endoteliais hepáticas. No entanto, algumas diferenças foram observadas entre as plataformas, 

indicando que algumas observações podem ser específicas para cenários in vivo ou requerer a 

presença de outros tipos de células. Estudos adicionais são necessários para entender melhor 

essas diferenças, incluindo estudos mecanísticos, duração mais longa dos experimentos e uso 

de outros tipos de células hepáticas [37]. 

Conforme apresentado, a validação destes dispositivos está caminhando, todavia, 

existem diversos aspectos a serem considerados além de ensaios e parcerias entre órgãos 
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regulamentadores, indústrias e universidades. A padronização e o upscaling de dispositivos 

OoC são aspectos fundamentais para promover o avanço e a aplicação dessas tecnologias na 

pesquisa e na indústria. A padronização refere-se à definição de diretrizes, normas e protocolos 

que permitem a replicação e a comparação de resultados entre diferentes laboratórios e estudos. 

Isso é essencial para garantir a confiabilidade e a validade dos dados gerados pelos dispositivos 

OoC.  

O upscaling envolve a transição dos dispositivos OoC de um ambiente de laboratório 

para uma produção em larga escala. Isso implica na adaptação dos processos de fabricação, no 

aumento da capacidade de produção e na garantia da qualidade e consistência dos dispositivos 

em grande escala. Além disso, também pode envolver a otimização dos materiais utilizados, a 

melhoria dos métodos de fabricação e a implementação de estratégias de automação para 

aumentar a eficiência e reduzir os custos de produção. 

A construção desses chips requer consideração abrangente e sistemática de vários 

fatores biológicos e técnicos, como a escala e integração dos órgãos, mas a 

multidimensionalidade do corpo humano apresenta desafios. Além disso, a resposta dos 

pacientes aos medicamentos é frequentemente variável devido a heterogeneidades genéticas e 

microambientais, o que torna necessária uma avaliação precisa da eficácia terapêutica e 

otimização para cada paciente. O uso de OoC com células primárias de doadores saudáveis e 

pacientes demonstra a viabilidade da avaliação das respostas específicas de cada paciente em 

um ambiente organotípico [6], [66], [67]. 

Para promover a translação dos OoCs e sua adoção generalizada, é fundamental 

simplificar, padronizar e reduzir os custos associados a esses modelos. A simplificação envolve 

a otimização dos processos de fabricação, reduzindo a complexidade e a variabilidade entre os 

diferentes dispositivos. A padronização é essencial para estabelecer diretrizes e protocolos 

comuns, garantindo a consistência e comparabilidade dos resultados obtidos em diferentes 

laboratórios. Além disso, a redução dos custos é um fator crítico para permitir que os OoCs 

sejam mais acessíveis e amplamente utilizados. 

O uso de bombas para alimentação de OoC é uma aplicação comum nessa área de 

pesquisa e desenvolvimento. Os OoCs são dispositivos microfluídicos que reproduzem as 

funções de órgãos humanos em escala reduzida, permitindo estudos mais precisos e eficientes 

em áreas como farmacologia, toxicologia e pesquisa médica. As bombas são essenciais nos 
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OoCs para controlar o fluxo de fluidos que simula a circulação sanguínea ou outros processos 

biológicos. Essas bombas fornecem pressão e fluxo controlados, permitindo que os fluidos se 

movam através dos canais microfluídicos, onde ocorrem as interações celulares e análises. 

Todavia, existem dispositivos que funcionam sem bomba externa, dependendo da gravidade e 

dos microcanais para exercer este papel [4].  

Ao eliminar as bombas externas, essas plataformas oferecem vantagens, como maior 

simplicidade, menor custo e maior facilidade de uso, ao mesmo tempo em que mantêm a 

funcionalidade e a relevância biológica. A operabilidade de uso simplificada e a esterilidade 

são mantidas com maior facilidade, além de um acesso mais fácil para manuseio de líquidos 

[3]. Além disso, a utilização da gravidade como força motriz permite a melhor acomodação 

dos dispositivos, ofertando maior espaço, uma vez que inúmeros OoCs podem ser acomodados 

lado a lado.  

A adoção de OoCs autônomos possui grande potencial para aplicação de sistemas de 

alto rendimento, como necessário para a indústria farmacêutica. Outro benefício está 

relacionado a redução na adsorção indesejada de drogas nas superfícies, visto que a proposta 

reduz significativamente a área de superfície exposta. Ainda, a solução está associada a um 

melhor desempenho da cultura de células, uma vez que impedem a formação de bolhas por 

conta da flutuabilidade, este problema notório que aflige a maioria dos chips, e muitas vezes 

leva ao fracasso do experimento [3], [4].  

Todavia, durante a construção de dispositivos autônomos, uma relação de suma 

importância a ser considerada na definição do sistema, é a relação fluxo e ângulo de inclinação. 

O fluxo é movimentado por meio de plataformas de reservatórios de acesso aberto e gravidade, 

como citado anteriormente. Ao projetar as dimensões do canal e o ângulo de inclinação, é 

possível controlar a taxa de fluxo dos líquidos no sistema. pode atingir uma ampla gama de 

taxas de fluxo adequadas para sistemas OoC, variando de submicrolitros a mililitros por 

minuto. Isso é alcançado modificando o ângulo de inclinação dos canais. Portanto, o ângulo de 

inclinação desempenha um papel fundamental na determinação da taxa de fluxo alcançada. É 

importante destacar que uma vez que os chips são fabricados e os componentes fluídicos estão 

integrados, as proporções das taxas de fluxo entre os órgãos são fixas. No entanto, ainda é 

possível ajustar as taxas de fluxo gerais modificando o ângulo de inclinação [3], [4]. 
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Um sistema HSE-on-a-chip (Equivalente de Pele Humana) foi projetado para permitir 

a manutenção de longo prazo de HSEs de forma livre de bombas, com baixo custo. As 

dimensões dos microcanais foram determinadas com base em tempos de residência 

fisiologicamente relevantes, utilizando taxas de perfusão sanguínea e volumes de órgãos 

previamente relatados para a pele humana adulta. Essa abordagem de dimensionamento 

baseado no tempo de residência foi utilizada para alcançar o transporte fisiológico de moléculas 

e facilitar a integração do HSE-on-a-chip com outros modelos de órgãos em chip, como fígado 

ou trato gastrointestinal.  

O fluxo do meio de cultura, impulsionado pela gravidade, foi criado e redirecionado 

através de uma plataforma oscilante. A frequência de oscilação de 2 ciclos por minuto foi 

escolhida para garantir uma taxa de fluxo estável e tempo de residência adequado, evitando 

variações não uniformes na distribuição de moléculas. O HSE-on-a-chip operou com um 

requisito mínimo de meio de 125 µl por dia, que é quase 36 vezes menor do que a quantidade 

de meio necessária em culturas convencionais em transwell, facilitando a medição de 

substâncias que atravessam a barreira da pele [4]. 

O estudo também demonstrou a capacidade de manutenção a longo prazo do HSE-on-

a-chip em comparação com amostras de controle em placas de transwell. A integridade das 

camadas dérmicas e epidérmicas, bem como a atividade proliferativa dos queratinócitos basais, 

foram avaliadas ao longo de quatro semanas. Os resultados mostraram a formação adequada 

das camadas dérmicas e epidérmicas, bem como a preservação da atividade proliferativa dos 

queratinócitos basais nas amostras tratadas e não tratadas. Além disso, a função de barreira da 

pele foi avaliada ao longo de três semanas, e os resultados indicaram que a permeabilidade de 

oligonucleotídeos através do HSE-on-a-chip se manteve estável ao longo do tempo. Além 

disso, o efeito tóxico do fármaco doxorrubicina nas células da pele também foi avaliado, 

demonstrando sua capacidade de causar efeitos adversos na proliferação e diferenciação dos 

queratinócitos [4]. 

Para que haja uma adoção efetiva pelo setor farmacêutico, os dispositivos OoC 

precisam ter uma boa relação de custo-benefício, com resultados confiáveis e fáceis de operar. 

Portanto, pesquisas na linha de dispositivos 3D estão cada vez mais incorporando a ideia de 

adesão à sistemas autônomos e de baixo custo, com coleta de dados de respostas funcionais e 

fisiológicas. É considerado autônomo quando o sistema não precisar de bombas ou circuitos 
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externos, sendo substituídos por padrões não-invasivos e não destrutivos, como registros 

elétricos in situ ou interrogatório óptico [3]. 

Embora haja avanços promissores nas tecnologias microfluídicas no campo biomédico, 

ainda falta a criação de métodos de teste padrão para validar aspectos fundamentais como 

fabricação, desempenho e segurança dos dispositivos. A padronização é crucial para o 

desenvolvimento e adoção generalizada da microfluídica. Um desafio comum enfrentado pelos 

sistemas microfluídicos é o vazamento não intencional, que pode prejudicar o funcionamento 

adequado e apresentar riscos de segurança [68]. 

Sem métodos de teste padronizados, pequenas empresas podem ter dificuldades em 

desenvolver e validar seus próprios métodos, além de enfrentar desafios regulatórios. Órgãos 

reguladores, como a FDA, podem precisar trabalhar individualmente com as empresas para 

criar planos de teste específicos. Essas abordagens alternativas são ineficientes em termos de 

custo, recursos e interpretação dos resultados. Com o aumento da comercialização de 

dispositivos microfluídicos, torna-se evidente a necessidade de abordagens consistentes e 

simplificadas para avaliar dispositivos semelhantes. A padronização nesse campo emergente 

impulsionará a comercialização e tornará o processo de envio mais consistente para órgãos 

reguladores [69]. 

A diversidade dos materiais e processos de fabricação é um obstáculo significativo para 

o crescimento da microfluídica. Essa diversidade depende se o produto está sendo fabricado 

em um ambiente de pesquisa acadêmica ou em uma instalação de produção em massa para fins 

comerciais. Os acadêmicos geralmente são motivados pela compreensão científica e pela 

obtenção de bolsas de pesquisa, enquanto muitos professores e pesquisadores associados têm 

a esperança de que suas melhores ideias e invenções sejam comercializadas no futuro, seja 

através de uma empresa derivada ou por meio do licenciamento de patentes [69]  (Figura 6). 

No entanto, muitos experimentos de prova de conceito realizados no ambiente 

acadêmico utilizam materiais que são adequados apenas para a produção de dispositivos em 

pequena escala. Isso dificulta a transição desses conceitos inovadores para a produção em larga 

escala, onde são necessários materiais e processos de fabricação diferentes. Portanto, a falta de 

materiais e processos padronizados e escaláveis é um desafio para o crescimento da 

microfluídica [69]. As seguintes perguntas gerais devem sempre serem consideradas antes de 

iniciar o desenvolvimento deste tipo de produto (Quadro 6.1): 
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Quadro 6.1. Perguntas inerentes ao desenvolvimento e aplicação de plataformas Organs-on-a-chip 

no mercado, com intenção de simplificar o processo e garantir a qualidade por meio de padrões e 

diretrizes.  

1. Qual é o potencial de mercado do Organ-on-a-chip? 

2. O Organ-on-a-chip permite medições de ponto único ou ensaios multiplexados? 

3. Qual é a necessidade de saúde pública que o Organ-on-a-chip aborda e qual 

problema ele ajuda a resolver? 

4. Quais são os resultados desejados e necessários pelos clientes do Organ-on-a-

chip? 

5. O Organ-on-a-chip é uma alternativa a soluções existentes no mercado? 

6. Qual é o benefício para o cliente ao adotar o Organ-on-a-chip ou por que eles 

mudariam para esse novo produto? 

7. Quais são os volumes de amostra e consumíveis necessários para o uso do Organ-

on-a-chip, e quais são os custos recorrentes, o preço de venda e as margens de 

lucro de longo prazo? 

Fonte: Adaptado de [69]. 

 

 

Em dispositivos terapêuticos, vazamentos inesperados podem apresentar riscos de 

biocompatibilidade, toxicidade e segurança para o paciente. Em sistemas de administração de 

medicamentos, vazamentos podem impedir a entrega adequada da dose pretendida. Avaliar o 

risco de segurança, identificar e quantificar vazamentos, além de tomar medidas corretivas, é 

necessário nessas situações. No entanto, em alguns sistemas microfluídicos, um certo nível de 

vazamento pode ser tolerável, dependendo da aplicação. Se o vazamento não representar 

ameaça à segurança do usuário ou ao ambiente, especificações baseadas em normas de 

exposição máxima podem ser suficientes, juntamente com informações detalhadas nas 

instruções de uso sobre as implicações de vazamentos observados [68]. 

Uma pesquisa realizada pela The Microfluidics Association [70], indica que muitos 

desenvolvedores de dispositivos têm utilizado seus próprios protocolos internos para testar e 

detectar vazamentos há décadas, principalmente porque ainda não existem protocolos 

padronizados para atender essa necessidade na escala micro. No entanto, a harmonização 

desses esforços é de extrema importância agora que o número de submissões de dispositivos 
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médicos baseados em microfluídica para agências regulatórias, como a Food and Drug 

Administration (FDA) dos EUA, está aumentando constantemente. Um levantamento anterior 

com mais de 100 organizações na área de microfluídica constatou que "vazamento" foi 

identificado como um dos modos de falha mais comuns durante a operação dos dispositivos. A 

comunidade reconhece que métodos de teste padronizados para avaliar vazamentos em 

microfluídica são imprescindíveis ao longo de todo o ciclo de vida do produto, desde a 

prototipagem até a comercialização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Fatores relacionados a ampla adoção de dispositivos Organs-on-a-chip. 1. Harmonização 

- A harmonização evita redundâncias e conflitos entre estratégias de teste padronizadas desenvolvidas 

independentemente por laboratórios de pesquisa e desenvolvimento. Ela é essencial para avaliação 

de produtos, desenvolvimento e aprovação, podendo reduzir a necessidade de estudos em animais e 

dados clínicos. 2. Segurança e desempenho - Métodos de teste padronizados permitem comparação 

direta de segurança e desempenho entre produtos similares ou limiares estabelecidos de segurança. 

São geralmente simples e não exigem equipamentos especializados e custosos. 3. Desenvolvimento 

de produtos em estágios iniciais - Os padrões auxiliam pesquisadores no estágio inicial do 

desenvolvimento de produtos, preparando-os para o ciclo de vida completo do produto por meio de 

um caminho definido para comercialização. 4. Desenvolvimento de cadeias de suprimentos - Padrões 

para materiais, fabricação e testes promovem o estabelecimento de cadeias de suprimentos industriais, 

reduzindo os custos desde pesquisadores básicos até fabricantes do produto final. 5. Aceleração de 

novatos na área - Padrões permitem que usuários "não especialistas" utilizem componentes 

microfluídicos como ferramentas, sem a necessidade de compreender profundamente os mecanismos 

por trás do sistema. Isso facilita a entrada de novos atores no campo. Fonte: Adaptado de [69]. 
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A ISO 22916:2022 é uma norma internacional que estabelece requisitos de 

interoperabilidade para dimensões, conexões e classificação inicial de dispositivos 

microfluídicos. Essa norma tem como objetivo fornecer diretrizes para padronizar aspectos 

técnicos e de design de dispositivos microfluídicos, permitindo a compatibilidade e a 

interoperabilidade entre diferentes dispositivos fabricados por diversos fabricantes. A 

padronização desses requisitos facilita a integração e o intercâmbio de dispositivos 

microfluídicos, promovendo avanços no desenvolvimento e na aplicação dessas tecnologias 

[71]. 

6.2 LEGISLAÇÃO BRASILEIRA APLICADA A DISPOSITIVOS 

MICRO FISIOLÓGICOS EM SAÚDE 

O princípio dos 3Rs (replacement, reduction, and refinement) foi estabelecido como 

um marco para a pesquisa animal, com o objetivo de desenvolver abordagens alternativas que 

evitem o uso de animais [72]. No Brasil, ainda não existem leis específicas voltadas 

exclusivamente para a regulamentação do uso de organ-on-a-chip (OoC) ou modelos 

alternativos. No entanto, o país tem avançado no reconhecimento e validação de métodos 

alternativos por meio de iniciativas como a Rede Nacional de Métodos Alternativos (Renama) 

e o Centro Brasileiro de Validação de Métodos Alternativos (BraCVAM). Através de resoluções 

normativas e deliberações da Anvisa, métodos alternativos validados pela OCDE têm sido 

reconhecidos e estabelecidos prazos para sua adoção obrigatória.  

Embora a legislação específica ainda esteja em desenvolvimento, o Brasil tem mostrado 

um compromisso com a promoção de métodos alternativos, incluindo modelos OoC, visando 

à redução do uso de animais em experimentos científicos.[73]. No Quadro 6.2 abaixo, 

dispomos as principais legislações relacionadas a métodos alternativos, incluindo um panorama 

estadual conforme um artigo publicado pelo Grupo Kosmoscience Ciência e Tecnologia 

Cosmética Ltda [20], [73] (Quadro 6.2). 
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Quadro 6.2. Legislações brasileiras que estão relacionadas a implementação de métodos alternativos 

ao uso de animais. 

 

Legislação e portarias sobre a proibição do uso de animais em pesquisa de 

produtos cosméticos e artigos de higiene no Brasil 

Legislação Descrição 

Lei Nº 6.638/1979 

(Lei Arouca 

Original) 

A primeira legislação brasileira específica para a proteção dos 

animais utilizados em atividades de ensino e pesquisa científica. 

Estabelece princípios éticos e critérios para a experimentação animal e 

incentiva o desenvolvimento e adoção de métodos alternativos 

Lei Nº 9.605/1998 

(Lei de Crimes 

Ambientais) 

Estabelece as sanções penais e administrativas para condutas 

lesivas ao meio ambiente, incluindo o uso indevido de animais em 

pesquisas. A lei promove a proteção dos animais e incentiva a 

utilização de métodos alternativos sempre que possível. 

Lei Nº 

11.794/2008 (Lei 

Arouca) 

Regulamenta o uso de animais em atividades de ensino e 

pesquisa científica, estabelecendo princípios éticos e critérios para a 

realização de experimentação animal. A lei incentiva a adoção de 

métodos alternativos sempre que possível. 

Portaria 

Interministerial Nº 

141/2016 

Institui o Grupo de Trabalho (GT) para o Desenvolvimento e 

Implementação de Métodos Alternativos no Brasil. O GT tem como 

objetivo promover a pesquisa, o desenvolvimento e a implementação 

de métodos alternativos ao uso de animais em pesquisa. 

Lei Nº 

13.872/2019 

Descrição: Altera a Lei Arouca e proíbe o uso de animais vivos 

em atividades de ensino, experimentação e pesquisa de cosméticos, 

produtos de higiene pessoal, perfumes e seus componentes. Estimula 

o desenvolvimento e a adoção de métodos alternativos para testes 

nessa área. 

 

Legislações estaduais brasileiras sobre a proibição do uso de animais em pesquisa de 

produtos cosméticos e artigos de higiene 

 

Estado Legislação 

São Paulo Lei Estadual n.º 15.316, de 23 de janeiro de 2014 

Mato Grosso do 

Sul 

Lei Estadual n.º 4.538, de 3 de junho de 2014 

Paraná Lei Estadual n.º 18.668, de 22 de dezembro de 2015 

Pará Lei Estadual n.º 8.361, de 11 de maio de 2016 

Rio de Janeiro Lei Estadual n.º 7.814, de 15 de dezembro de 2017 

Minas Gerais Lei Estadual n.º 23.050, de 25 de julho de 2018 

Amazonas Lei Estadual n.º 289, de 3 de dezembro de 2015 

Fonte: Adaptado de [66] p.3 e [15]. 
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6.3 ORGANS-ON-A-CHIP E SUA RELAÇÃO COM A QUARTA REVOLUÇÃO 

INDUSTRIAL 

A Quarta Revolução Industrial, também conhecida como Indústria 4.0, é um estágio 

avançado da produção industrial que envolve a digitalização em larga escala e a integração de 

novas tecnologias, como Inteligência Artificial, Sistemas Ciberfísicos, Internet das Coisas, Big 

Data e Manufatura Aditiva. Essa revolução está transformando os modelos de negócios 

existentes, alterando as estruturas de mercado e redistribuindo a participação global. A 

transformação digital abrange processos, produtos e modelos de negócios, proporcionando 

maior eficiência, flexibilidade e redução de prazos. A Indústria 4.0 também apresenta desafios 

regulatórios, levando os países a desenvolver ações regulatórias ágeis que apoiem a inovação, 

protejam a sociedade e fortaleçam a economia. O papel da regulação precisa ser modernizado 

para estimular a inovação, proteger os cidadãos e promover uma economia mais eficiente, com 

órgãos governamentais atuando como reguladores [74]. 

A relação entre a Indústria 4.0 e os Organs-on-a-Chip é baseada na convergência de 

tecnologias avançadas e na transformação digital que está ocorrendo em várias indústrias, 

incluindo a área da saúde e da biotecnologia. Tanto a Indústria 4.0 quanto os OoCs são 

impulsionados por inovações tecnológicas que visam melhorar a eficiência, a precisão e a 

personalização dos processos. É perceptível a convergência entre a Indústria 4.0 e os OoCs está 

ocorrendo em várias áreas. Ambas compartilham a visão de aplicar tecnologias avançadas para 

melhorar a eficiência e a qualidade dos processos. A aplicação das tecnologias da Indústria 4.0 

nos OoCs impulsiona a pesquisa biomédica, a descoberta de medicamentos e o avanço da 

medicina personalizada, abrindo caminho para tratamentos mais eficazes e seguros. 
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CAPÍTULO VII 

Considerações Finais 
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7.1 CONCLUSÃO 

Em conclusão, por meio das revisões sistemáticas conduzidas neste trabalho, foi 

possível identificar as principais lacunas na literatura relacionadas aos dispositivos organ-on-

a-chip (OoC) e o potencial de biomaterial encontrados no bioma brasileiro que poderiam ser 

incorporados em terapias.  

Uma das limitações identificadas foi a escassez de estudos que abordassem 

especificamente a análise de feridas diabéticas em OoC, o que representa uma lacuna 

significativa na pesquisa nacional e internacional. Essa falta de investigações específicas sobre 

o assunto impacta negativamente a compreensão e o desenvolvimento de terapias direcionadas 

a esse importante problema de saúde pública. 

Através deste trabalho, procuramos mostrar direcionamentos futuros em relação da 

aplicabilidade dos OoCs em um importante problema de saúde mundial, diminuir gastos 

públicos em saúde e promover terapias mais eficazes. Embora ainda não haja uma 

regulamentação específica para os dispositivos OoC, existem normas que podem ser 

incorporadas durante as pesquisas, garantindo a segurança e a ética nas investigações 

científicas. 

Promover a pesquisa translacional com OoCs é de suma importância, pois isso pode 

resultar em estudos com maior previsibilidade, reduzindo o tempo entre a bancada de pesquisa 

e a implementação do equipamento na indústria. Essa abordagem também estimula a inovação 

científica no Brasil, permitindo que os achados dessa pesquisa tenham um impacto direto na 

saúde da população e no desenvolvimento de novas terapias e produtos. 

Portanto, é essencial que sejam realizados esforços contínuos para preencher as lacunas 

na literatura, especialmente no que diz respeito ao estudo de feridas diabéticas em OoCs. É 

fundamental que as entidades reguladoras acompanhem os avanços tecnológicos e promovam 

a criação de regulamentações adequadas para garantir a segurança e a eficácia desses 

dispositivos.  
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7.2 TRABALHOS FUTUROS 

De maneira geral, o núcleo Organ.on.a.chip objetiva o desenvolvimento de um 

dispositivo organ-on-a-chip personalizado, voltado para a avaliação de feridas diabéticas, com 

o intuito de aprimorar o conhecimento sobre os tratamentos já investigados pelo grupo. 

Buscamos desenvolver uma plataforma de fácil usabilidade, que possa ser adotada tanto em 

laboratórios de pesquisa quanto em ambiente industrial.  

Além disso, almejamos que essa iniciativa estimule o desenvolvimento da indústria 

nacional, possibilitando a produção e comercialização do dispositivo em larga escala, com 

potencial de impacto positivo na saúde e qualidade de vida dos pacientes com diabetes. A 

produção e comercialização desses dispositivos podem impulsionar a economia, criar 

oportunidades de emprego e fortalecer a capacidade tecnológica do país.  

Com uma indústria local desenvolvendo e fornecendo OoCs, há uma maior autonomia 

e independência na obtenção dessas tecnologias, reduzindo a dependência de importações e 

favorecendo a infraestrutura científica e tecnológica nacional. Ao unir pesquisa translacional, 

desenvolvimento de OoCs de origem brasileira e a colaboração entre academia, indústria e 

profissionais da saúde, é possível promover avanços significativos no campo da medicina 

regenerativa, terapia personalizada e descoberta de medicamentos. Isso resulta em benefícios 

diretos para os pacientes, com tratamentos mais eficazes, redução de custos e melhoria da 

qualidade de vida. Portanto, o impacto da pesquisa translacional ao incorporar OoCs de origem 

brasileira é promissor e necessário. 
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