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RESUMO - Esse trabalho visa o desenvolvimento de microparticulas formadas por
blendas poliméricas de alginato e fibroina de seda, como potenciais microcarregadores
para liberacéo sustentada de farmacos. A blenda polimérica foi investigada em processo
convencional de gelificagdo do alginato, gotejamento em solucéo de CaCl». As particulas
foram caracterizadas por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
no modo de reflexdo total atenuada (ATR-FTIR). Os espectros obtidos apresentaram
bandas referentes ao acido L-gulurdnico (G) do alginato de calcio (1406 cm™ e 1593 cm
1Y e da fibroina, amida I e 11 (1629 cm™-1529 cm™) indicando a presenca de fibroina no
hidrogel de alginato. A fim de garantir uma baixa polidispersidade as microparticulas
foram sintetizadas via microfluidica de gotas e gelificacéo interna pela troca idnica entre
diferentes complexos (complex ligand exchange crosslinking ion - CLEX). No processo
microfluidico as microparticulas apresentaram diametro médio de 53 um e coeficiente
de variacdo igual a 3 %, indicando monodispersidade. Tais resultados apontam que é
possivel a formacao de microparticulas de alginato contendo fibroina em sua matriz e
com didmetro reduzido quando comparado a processos convencionais.

1. INTRODUCAO

A matriz porosa do hidrogel apresenta-se como alternativa para liberagdo sustentada de
farmacos. A estabilidade dessas matrizes pode ser melhorada com a formacéo de blendas, que
possuem melhores propriedades fisico-quimicas (Hoare et al., 2008). Alguns biopolimeros se
destacam pela facil formacdo desses hidrogéis, assim como o alginato (ALG), cadeia de
polissacarideo. A fim de fornecer melhores propriedades outros biopolimeros podem ser
incorporados na matriz, assim como a fibroina de seda (FS), cadeia proteica, fornecendo
resisténcia mecanica, porosidade e outras caracteristicas importantes que favorecem a liberacdo
sustentada do material desejado (Mandal et al., 2009).

Neste contexto, a microfluidica de gotas surge como uma técnica promissora para
formacgé@o de microcarregadores de hidrogel, na qual trabalha-se com pequenos volumes de
reagentes (10°a 1078 litros) e com a imiscividade entre dois liquidos, sendo possivel reproduzir
caracteristicas importantes para as microparticulas, assim como baixo diametro médio (<100
um) e baixa polidispersidade (Bassett et al., 2016; Xu et al., 2005). Tais microcarregadores
podem ser utilizados para encapsulacéo e liberacdo sustentada de vetores para terapia génica e
entrega de farmacos.
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2. MATERIAIS E METODOS

Preparo das solucdes de alginato de sddio (Na-ALG) e fibroina de seda (FS): A solugédo
final de 2 g.ml* de alginato de sddio da Sigma-Aldrich (EUA) foi preparada em tampo MOPS,
da Merck (EUA) (1 mol/L) e pH igual a 6,7. Para o preparo das solu¢ées Zn-EDDA e Ca-EDTA
foram utilizados os reagentes da Sigma-Aldrich (EUA), Zn(CH3COO)., EDTA e EDDA. A
solucéo final de 5 g.ml de fibroina de seda foi preparada conforme descrito em (de Moraes et
al., 2015).

Método convencional de gotejamento para formacao de particulas: As solugdes de Na-
ALG/FS preparadas nas proporgdes 2/0,5 e 2/0,1 (m/v) foram adicionadas em seringas de vidro
de 1 ml (Hamilton, USA) com agulhas de didmetro interno iguais a 1,2 mm. A injecao das
solugdes na solucdo de CaCl» (1 mol/L) foi feita por uma bomba seringa da Harvard Apparatus
(EUA) com vazdo de 1 ml.min? e distancia de gotejamento (h) de 10 cm (Figura 1). As
microparticulas hibridas foram analisadas por ATR-FTIR em um espectrofotdmetro Perkin
Elmer 100 FT-IR (EUA) utilizando resolugdo 4 cm™ e 32 scans.
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Figura 1 — Esquema representativo da producéo de particulas pelo método convencional de
gotejamento. Fonte: Autora.

Microfluidica de gotas para formacdo de microparticulas: Na microfluidica as
microparticulas foram formadas utilizando a metodologia de gelificacdo interna do alginato,
método CLEX (Bassett et al., 2016). Este método propGe a troca ibnica por meio dos ligantes
complexos, Ca-EDTA e Zn-EDDA (fases dispersas), para formacao do hidrogel de alginato de
calcio. Esta troca i6nica foi emulsificada numa fase oleosa (fase continua) utilizando o 6leo
HFE 7500 da 3M (EUA) com 1 % (v/v) de 008-fluorosurfactante da Ran Biotechnologies
(EUA) e para quebra da gota foi utilizado o demulsificante 1H,1H,2H,2H-Perfluoro-1-octanol
(PFO) da Sigma-Aldrich (EUA).

A formacdo das gotas foi observada por microscépio invertido de fluorescéncia da Nikon
Instruments, modelo Eclipse Ti-U, (EUA) e os dispositivos microfluidicos em
Polidimetilsiloxano/vidro foram construidos utilizando a técnica de litografia macia (Figura 2).
A estabilidade e a polidispersidade das microparticulas foram avaliadas considerando o
tamanho médio e o coeficiente de variacdo (CV) das microparticulas formadas, sendo CV a
razdo entre o desvio padréo e a média da amostra.
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Figura 2 - Aparato experimental para produgdo das microparticulas via microfluidica de gota
e esquema representativo do método CLEX nos microcanais. Fonte: Autora.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Avaliagdo da incorporacéo de fibroina no hidrogel de alginato

A avaliagdo foi feita utilizando o método convencional de gelificacdo, com gotejamento
em CaCl (1 mol/L), para formacdo das particulas (Figura 1). As particulas de Ca-ALG foram
formadas mantendo-se constante a concentragdo massica de 2 g.ml™ da solugdo de Na-ALG e
variando as concentragdes de FS em 0,5 e 1 g.mI, conforme apresentado na Figura 3 (a), dado
em % (m/v). Apés a formacdo das particulas hibridas, o alginato, polimero com carater
anioénico, foi marcado com o corante azul de metileno, molécula com carga positiva, Figura 3
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Figura 3 - a) Espectros de IR da fibroina (FS) em po e hidrogéis de Ca-ALG e hibridos Ca-
ALG/FS com 0,5 e 1 g.ml de FS e segunda derivada do espectro 1 g.ml"* de FS. b) Particulas
com didmetro de 2-3 mm marcadas com azul de metileno.

Nos espectros com 1 e 0,5 g.ml* de FS, Figura 3 (), é possivel verificar a presenca do
pico caracteristico da amida 1 (1629 cm™), ndo havendo sobreposicéo desse pico pela banda do
acido L-gulurdnicos (G), Ca-ALG (1596 cm™), que € o responsavel pela formagdo do modelo
egg-box. Nesses espectros também hé presenca de ombros na banda de absorcéo da amida Il
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que podem ser causados pela sobreposicao espectral de modos vibracionais. A fim de identificar
0s espectros sobrepostos, a segunda derivada do espectro 1 g.ml* FS foi calculada e com isso
verificada a presenca da banda amida Il (1528 cm™) da fibroina. Conforme pode ser visto
também na Figura 3 (b) € possivel notar diferenca entre as coloragdes das diferentes blendas, o
que indica incorporacéo da fibroina, pois a mesma ndo é corada na presenca de azul de metileno.
Os resultados obtidos sugerem a incorporacédo de fibroina na matriz do hidrogel de alginato.

3.2. Sintese de Microparticulas ALG/FS via microfluidica de gotas

As microparticulas foram formadas utilizando vazdes de 4 pL.min! para a fase continua
e de 2 pL.min? para cada fase dispersa, respectivamente, em um sistema de fluxo cruzado
apresentado na Figura 2. Os diametros das microparticulas foram medidos usando o Software
ImageJ (NHI, EUA) e a distribuicdo de tamanhos foi avaliada por meio do coeficiente de
variacdo (CV), conforme apresentado na Figura 4.
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Figura 4 - (a) microparticulas na fase oleosa sendo coletada no final do microcanal e (b)
distribuicdo de tamanhos das microparticulas com N=100.

O diametro médio obtido para as microparticulas com 1,2 g.ml** de ALG e 0,086 g.mlI-
! fibroina interpenetrada foi de 53,2 um e CV igual a 2,98 %, sendo consideradas
monodispersas, pois possuem CV <5 % (Xu et al., 2005). Neste contexto, a gelificacdo externa
auxilia na formag&o de microparticulas de ALG/FS, como alternativa na formacéo de particulas
na microescala e com baixa polidispersidade.
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