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RESUMO - Este trabalho visou o desenvolvimento de sistemas microfluidicos
para complexacao eletrostatica entre nanoparticulas lipidica solidas (SLNs) e
DNA para aplicagdes em terapia gé€nica. As SLNs possuem um nucleo
hidrofébico composto por lipideos soOlidos a temperatura ambiente, que sdo
estabilizados por tensoativos. A eficiéncia de incorporacdo das células ¢ afetada
pelo tamanho e polidispersidade dos complexos de DNA e nanoparticulas
catidnicas. Técnicas convencionais de complexacdo frequentemente geram
complexos ndo adequados biologicamente. Por outro lado, sistemas
microfluidicos permitem controle mais preciso das propriedades dos complexos e
otimizacdo da produgdo de carreadores de genes. As SLNs produzidas neste
trabalho foram compostas por 4cido esteéarico, 1,2-dioleoil-3-trimetilamdnio-
propano e Pluronic F68. A emulsdao foi extrudada em uma miniextrusora para
uniformizar o tamanho das nanoparticulas. As amostras analisadas apresentaram
baixa polidispersidade de (0,13+0,02), diametro médio de (103,77+0,21) nm, e
potencial zeta de (60,8+3,9 mV). Os dispositivos microfluidicos usados para
produzir complexos de SLNs e DNA foram obtidos por técnicas de fotolitografia
macia. Foram produzidos complexos pelos métodos convencional e microfluidico
apresentaram de tamanho de particula pequenos, polidispersidade baixo e
potencial zeta positivo. Dessa forma, foi possivel produzir complexos de DNA e
SLNs com caracteristicas fisico-quimicas adequadas para testes in vitro e in vivo.

1. INTRODUCAO

A terapia génica refere-se a inser¢do de acidos nucleicos em células-alvo ou em 6rgaos
com consequente expressao do material genético modificado. Porém, um fator importante
para o sucesso da terapia génica ¢ o desenvolvimento de sistemas (vetores) capazes de
transferir o gene de interesse de forma eficiente para o interior das células em um processo
denominado transfec¢do. Esses vetores sdo geralmente classificados como virais e ndo-virais,
e dentre estes ultimos, varios vetores que empregam lipideos em sua formulagdo podem ser
aplicados na terapia génica, incluindo lipossomas (De La Torre et al., 2009), emulsdes e com
menor frequéncia nanoparticulas lipidicas solidas.

Nanoparticulas lipidicas so6lidas (SLNs) sdo sistemas coloidais similares a emulsdes
convencionais, no entanto diferenciam-se por possuir um nucleo hidrofébico composto por
lipideos que s3o solidos a temperatura ambiente, sendo estabilizados pela presenca de
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tensoativos (Miiller et al., 2002; Mehnert and Mahder, 2001). Estas dispersdes combinam
vantagens de diversos outros sistemas carreadores como nanoparticulas poliméricas,
lipossomas e emulsdes, apresentando alta estabilidade ao longo da estocagem,
biocompatibilidade (dependendo dos lipideos utilizados), elevada capacidade de incorporagao
de compostos hidrofobicos e possibilidade de protecdo de compostos sensiveis e bioativos
(Miiller et al., 2002). Além disso, quando lipideos catidnicos sdo incluidos na composi¢ao
lipidica, as nanoparticulas apresentam natureza catidnica, permitindo o carreamento de acidos
nucléicos (RNA, DNA) viabilizando aplicagdes em terapia génica (De Jesus et al., 2013). A
complexagdo convencional entre nanoparticulas e acidos nucleicos por agitacdo convencional
em vortex ou manual tem muitas varidveis, criando complexos com elevado tamanho, alta
polidispersidade e de baixa eficiéncia de transfec¢do (Colosimo, A. et al., 1999; Gao, X.;
Huang, L., 1995; Peters, M. T. et al, 1999). A fim de minimizar estes inconvenientes,
dispositivos microfluidicos podem ser empregados (Koh, C. G. et al., 2010). Microfluidica ¢ a
ciéncia e a tecnologia de sistemas que processam e manipulam pequenas quantidades de
fluidos (10° a 108 litros), usando canais com dimensdes de dezenas a centenas de
micrometros.

Neste contexto, a investigagdo de processos que permitam identificar a maxima
incorporagdo de acidos nucléicos em carreadores ndo-virais, tais como lipossomas € SLNs,
podem contribuir na area de terapia génica, resultando consequentemente em transfec¢des
mais eficientes. Estes resultados podem contribuir para o desenvolvimento de produtos e
processos farmacéuticos que veiculam tanto DNA como também RNA.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Acido estearico e Pluronic F68 e de 1,2-dioleoil-3-trimetilaménio-propano (DOTAP)
foram obtidos da Sigma-Aldrich, (St. Louis, MO,USA) e cedidos pelo Instituto de Biologia da
Unicamp. PDMS e Sylgard 184 Elastomer foram adquirido da Dow Corning
(Midland,ML,USA),vidros para selagem tubos de silicone foram obtidos do laboratério de
microfabricacdo do CNPEM - Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais.

2.2 Metodologia

Preparo das Nanoparticulas Lipidicas: Foram preparadas solugdes aquosas ImM de
pluronic F68 (surfactante) e 2,5 mM de DOTAP (co-surfactante) em 4gua bidestilada, em
temperatura ambiente. As solucdes foram aquecidas acima da temperatura de fusdao do acido
estedrico (69°C). Tais solugdes e agua bidestilada foram adicionadas ao acido estearico
previamente fundido de acordo com as proporgdes da Tabela 1 e o produto foi
homogeneizado através de agitacdo vigorosa, formando uma microemulsdo com carateristica
cationica. Todas as composi¢des utilizadas podem ser encontradas na Tabela 1. Em seguida, a
mini-extrusora (Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, USA), com membrana de policarbonato
com poros de 100 nm (IsoporeTM, Millipore), foi disposta em uma chapa de aquecimento de
modo a manter a temperatura do sistema cerca de 5 °C acima da temperatura de fusdo do
lipidio solido (de Jesus,ef al., 2013), e posteriormente a emulsdo quente foi inserida na seringa
doadora e extrudada por 15 vezes manualmente (de Jesus, et al., 2013), com o objetivo de
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uniformizar o tamanho das nanoparticulas. As nanoparticulas foram entdo levadas a um banho
de gelo a 4°C e armazenadas para uso posterior.

Tabela 1- Composi¢do das nanoparticulas lipidica s6lidas (SLNs) produzidas pela formacao
de uma microemulsdo, seguida por uma etapa de extrusdo para a redu¢do e homogeneizagao
de tamanho de particula.

Composto Molaridade Composicao da solucao Amostra

* Composto H,O de SLN

Acido estedrico 7,0 mM 0,0020 g 0,0020 g
DOTAP 2,5 mM 0,0069 g 1000 uL 250 uL
Pluronic F68 1,0 mM 0,0010 g 1000 pL 100 uL
H,O 650 uL

Total da amostra: 1000 uL

*Molaridade das solugdes na amostra final

Caracterizacdo das Nanoparticulas Lipidicas: As SLNs foram caracterizadas através dos
parametros fisico-quimicos distribuicdo de tamanhos e diametro médio hidrodindmico,
polidispersidade e densidade de carga (potencial zeta) utilizando o equipamento Zetasizer da
Malvern. As amostras foram diluidas em 4agua bidestilada em uma propor¢do de 5:95 a 1,0
mM e em seguida analisadas em triplicata.

Preparagdo dos dispositivos microfluidicos: O mondmero frequentemente utilizado para
construgdo dos dispositivos nessa técnica ¢ o elastomero polidimetilsiloxano (PDMS). O
procedimento consistia em inicialmente homogeneizar através de agitagdo manual o PDMS
com o agente de cura (Sylgard 184 Elastomer)em uma relagdo m/m 10:1, e em seguida deixar
a mistura em uma dessecadora conectada a vacuo por 40 min. Os moldes a serem utilizados
foram previamente projetados utilizando o AutoCAD (Autodesk), foto-plotados com
resolugdo de 8000 dpi e foi feita exposicado UV utilizando o MJB-3 UV300 contact mask
aligner (Karl-Suss, Garching, Germani) (BALBINO ET AL. 2013). Os moldes foram fixados
a uma estrutura de metal e PDMS foi entdo despejado no molde. Em seguida os tubos de
silicone foram anexados ao molde e para que suas localizagdes no dispositivo fossem corretas,
foram usadas pegas de acrilico que apresentavam mesma localizagdo das entradas do
dispositivo. O sistema foi deixado sobre uma chapa de aquecimento por 45 minutos para que
ocorresse a cura do PDMS; apds esse tempo o dispositivo foi cortado do tamanho desejado,
retirado do molde e os pregos dos tubos de silicone foram removidos. A ultima etapa da
técnica consistia na selagem irreversivel do dispositivo com vidro através de plasma de O, na
superficie do vidro e do dispositivo por 13 segundos, seguida da junc¢ao dos dois por pressao
manual.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Producao das SLNs

As SLNs foram produzidas em condigdes pré-estabelecidas de acordo com o protocolo
estabelecido por de Jesus, ef al.(2013). Em termos de caracterizacdo fisico-quimica,as
nanoparticulas apresentaram indice de polidispersidade reduzido, com valor de 0,13+0,02, e
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potencial zeta positivo (+60,8+3,9 mV), como apresentado na Tabela 2. Tais dados
reafirmam o potencial das SLNs para complexagio com acidos nucleicos. Acidos nucleicos
possuem carga aniOnica € por esse motivo sdo incapazes de sozinhos atravessarem a
membrana de células, que também sao anidnicas. Devido a caracteristica cationica das SLNs ¢
possivel a sua complexacdo com 4acidos nucleicos através de interagdes eletroestaticas,
viabilizando assim o carreamento do material genético para o interior de células.

Tabela 2- Propriedades fisico-quimicas de diametro médio ponderado por nimero,
polidispersidade e potencial zeta das SLNs.

Didmetro médio Polidispersidade Potencial Zeta
(£S.D.) nm Pdl (=S.D.)mV
103,77 + 0,21 0,13+ 0,02 60,8 £3,9
)] PdI - polidispersidade das amostras, varia em ordem crescente entre 0 e I .

(i1) Diametro médio equivale ao “z-average”.

A Figura 2 os perfis de distribuicdo de tamanho (baseada em intensidade de luz
espalhada) e densidade de carga (potencial zeta) em concordancia com os valores
apresentados na Tabela 2. O perfil de distribui¢ao de tamanhos de particula € caracteristico de
uma distribuicdo monomodal, com uma unica populag@o de nanoparticulas préxima a 100 nm.

Figura 2- Distribui¢cdo de tamanho de particulas ponderadas por intensidade de luz das SLNs.
Cada curva no grafico representa a distribuicdo de tamanhos de uma triplicata (n = 3).
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3.2 Producio de complexos eletrostaticos entre pDNA e SLNs

Foram produzidos complexos entre DNA plasmideal e as SLNs utilizando o método
convencional bulk, no qual as duas solu¢des sdo misturadas por pipetagem, e os dispositivos
microfluidicos. As propriedades fisico-quimicas dos complexos produzidos por pipetagem sao
apresentadas na Tabela 3. Para a anélise, todas as amostras possuiam um volume de 50 pL de
SLNs diluidos em 1 mL de dgua bidestilada.
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Tabela 3- Relagdo de cargas positivas e negativas dos complexos (N/P) em fung¢ao das
propriedades diametro médio, polidispersidade e potencial zeta. Os valores representam as
médias de triplicatas + o desvio padrdo (S.D.).

N/P Diametro Polidispersidade  Potencial Zeta
médio(
(£S.D.) nm Pdl @ (=S.D.)mV
5 222,47 +3,21 0,21 £0,03 45,2 +0,6
10 187,40 +£ 9,23 0,20 £ 0,04 41,9+2,1
20 157,87 + 6,31 0,22 +0,01 452 +£22
30 152,63 + 6,19 0,19+ 0,02 51,0+43
40 143,50 + 6,10 0,19 £ 0,04 48,6 £2,7
(1) PdI - polidispersidade das amostras, varia em ordem crescente entre 0 e 1.

(i1) Diametro médio equivale ao “z-average”.

Os resultados apresentados demonstram que os complexos formados apresentavam
diminui¢do no seu didmetro médio com o aumento na concentracdo de pPDNA na amostra, a
polidispersidade se manteve proxima em todas as formulagdes e o potencial zeta apresentou-
se positivo, o que viabiliza assim o carreamento do material genético para o interior de
células.

Os complexos produzidos utilizando os dispositivos microfluidicos seguiram as
condi¢des de operacao de processo e apresentaram as propriedades fisico-quimicas conforme
a Tabela 4. Foi utilizado um dispositivo microfluidico simples de focalizacdo hidrodinamica,
no qual duas correntes de uma solu¢cdo de SLNs comprimiam a corrente central contendo o
DNA. As vazdes de fluxos foram controladas por bombas seringa. E possivel observar que os
complexos obtidos pelo processo microfluidico apresentaram menores tamanhos de particulas
e indices de polidispersidade que os complexos obtidos pelo método convencional. Estudos
estdo sendo conduzidos a fim de avaliar a melhor condi¢do de N/P para ensaio de transfeccao
in vitro.

Tabela 4- Vazoes das correntes injetadas no dispositivo microfluidico e relagdo de cargas
positivas e negativas dos complexos (N/P) em funcdo das propriedades didmetro médio,
polidispersidade e potencial zeta.

N/P SLNs DNA Ir)nii’lgnizt(f’j) Polidispersidade ~ Potencial Zeta
(uL/min)  (uL/min) (£S.D.) nm Pdl @ (=S.D.)mV
20 100 8,3 132,82 +0,97 0,21+ 0,01 484+14
40 100 4,2 110,75 +0,88 0,16+ 0,02 26,5+0,2
()  Pdl- polidispersidade das amostras, varia em ordem crescente entre 0 e 1.

(i1) Diametro médio equivale ao “z-average”.
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4. CONCLUSAO

A produgdo das nanoparticulas lipidicas so6lidas ocorreu sem grandes dificuldades
exceto por eventuais rompimentos de membranas e a forca manual intensa necessaria para
efetuar a extrusdo. Os dispositivos microfluidicos (simples e com percursos) foram
finalizados com sucesso. A caracterizagdo das SLNs reafirmou o potencial do seu uso para a
posterior produc¢ao de complexos DNA/SLN utilizando dispositivos microfluidicos.
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