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RESUMO - Esse trabalho teve como objetivo o estudo do processo de geragao de
gotas em microfluidica para a produ¢do de particulas poliméricas. A microfluidica
¢ uma area que utiliza dispositivos capazes de processar pequenas quantidades de
fluidos (gerando apenas regime laminar de escoamento), permitindo operagdes
continuas em uma unica fase ou na formagao de gotas (duas fases imisciveis). O
processo de geracdo de gotas em microfluidica ¢ utilizado para a produgdo de
particulas poliméricas. A partir do controle de vazdes é possivel modular a
formacao das gotas e também o tamanho das gotas formadas. Neste trabalho sdo
discutidos o0s aspectos importantes na geracdo de gotas em sistemas
microfluidicos e uma investigacdo do processo.

1. INTRODUCAO

1.1. Sistemas microfluidicos para a formacao de nanoparticulas poliméricas
a partir da geracio de gotas

A microfluidica ¢ definida como um campo multidisciplinar em que quantidades
pequenas de fluidos sdo processadas permitindo o controle de concentragdes de diferentes
moléculas no espaco e no tempo (Whitesides, 2006), explorando caracteristicas
hidrodinamicas para organizacdo de fluxos de fluidos como reagentes quimicos, células,
lipideos, 4cidos nucléicos (Draghiciu et al., 2010; Kurita et al., 2010; Reiner et al., 2010;
Bacek et al., 2011; Yamashita et al., 2011).

Nos processos de geragdo de gotas ¢ importante considerar o conceito de emulsdo.
Emulsao ¢ um sistemas coloidal metaestavel (Bibette, J., Calderon, F. L. e Poulin, P., 1999),
composto por dois liquidos imisciveis, em que existe uma unica fase continua e uma fase
imiscivel dispersa (no formato de gotas) (Bibette, J, Calderon, F Leal e Poulin, P, 1999;
Umbanhowar, Prasad e Weitz, 2000; Solvas ¢ Demello, 2011).

O principio da geragdo de gotas ¢ normalmente utilizado em microfluidica para a
formacdo de particulas poliméricas de (quitosana, alginato), investigando principalmente a
injecdo cruzada de uma corrente aquosa, contendo o biopolimero com duas correntes oleosas.
O controle das vazdes permite a formagao de gotas aquosas na corrente oleosa (emulsificacio)
e em seguida, como segunda etapa, esta mistura ¢ coletada em um reator contendo agente
reticulante em fase aquosa, para permitir a reticulacdo. Este processo requer uma terceira
etapa de remogao do oleo.
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A presenga de surfactantes estabiliza a emulsdo, evitando que ocorra formagdo de gotas
coalescentes devido aos seus grupos com afinidades na interface entre as fases imisciveis,
diminuindo a tens3o superficial que assegura a estabilidade a longo prazo desses sistemas
(Bibette, J, Calderon, F Leal e Poulin, P, 1999). A presenca desses surfactantes contribui para
o fendmeno Ostwald Ripening — processo espontaneo que acontece quando a fase dispersa
apresenta baixa solubilidade na fase continua e pequenas gotas se difundem na direcao das
gostas maiores que se fundem entre elas, levando ao aumento do tamanho das gotas com o
tempo e formando uma emulsdo com gotas maiores. (Bibette, 1999, Baret, 2012, Taylor,
1998).

Com foco na producao de gotas, € necessario estudar parametros que podem influenciar
a qualidade da mesma. O primeiro a ser levado em conta ¢ a sele¢do dos materiais
apropriados, devido a fato de que as paredes do canal deve estar corretamente molhada. Em
geral, a fase continua deve molhar o canal ao invés da fase dispersa, a fim de proporcionar a
formacgao das goticulas. (Christopher and Anna, 2007,Solvas, 2011,Seemann, 2012). No caso
de dispositivos produzidos com o polimero polidimetilsiloxano (PDMS), que apresenta
caracteristicas hidrofobicas, apenas emulsdes do tipo dgua em Oleo podem ser formadas
(Christopher and Anna, 2007). E necessario também que haja controle de pressio e vazio
para formagdo da gota desejada, ja que esses sao parametros que influenciam no seu tamanho
final.

O processo de formacao de gotas em dispositivos microfluidicos apresenta de maneira
geral em diversas areas (quimica fundamental e aplicada, biologia dentre outras) muitas
vantagens, pois as reagdes sdo miniaturizadas pela compartimentalizagdo das reagdes nas
gotas produzidas. A producdo de gotas em microcanais apresenta também rapida mistura de
reagentes, controle de tempo das reagdes, controle interfacial das propriedades e além disso
sistetizar e transportar reagentes solidos e produtos (Song, Chen, e Ismagilov, 2006).

Como exemplo da formagao de microparticulas em sistemas microfluidicos, a quitosana
vem sendo recentemente explorada. A quitosana (QUI) ¢ um polissacarideo biodegradavel,
hidrofilico, atéxico e biocompativel, obtido a partir da desacetilagdo alcalina da quitina (Lee
et al., 2001), que ¢ obtida do exoesqueleto de crustaceos. A quitosana ¢ um copolimero e sua
estrutura quimica ¢ formada pelos mondmeros beta — (1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose e
beta-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose com presenca de grupos amino e hidroxila em sua
cadeia conforme a Figura 1 a seguir. E um polimero muito estudado para desenvolvimento em
sistemas de carreamento de 4cidos nuclé€icos para terapia génica (Huang ef al., 2005).

Figura 1: estrutura quimica da quitosana (SILVA, 2006).
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Uma alternativa a direta complexacdo do DNA com a QUI ¢ a reticulagio com
Trifosfato pentasddico (TPP), que apresenta as seguintes vantagens: (i) a encapsulagdo fisica
na matriz polimérica ¢ mais estavel e proporciona melhores caracteristicas de liberagao
sustentada a gelificagdao ionotrdpica permite a co-encapsulacao de outras moléculas, tal como
proteinas, para melhorar a internalizagdo e o trafego intracelular do DNA (Fernandez-
Urrusuno et al., 1999; Csaba, Garcia-Fuentes e Alonso, 2009).

Nanoparticulas de quitosana podem ser obtidas a partir de vérias metodologias tais
como: secagem por nebulizacdo (spray drying) (Agnihotri, Mallikarjuna e Aminabhavi, 2004;
Tewa-Tagne et al., 2007); reticulagdo por emulsdo (Agnihotri, Mallikarjuna e Aminabhavi,
2004), coacervagao/precipitacao (Peniche et al., 2003; Agnihotri, Mallikarjuna e Aminabhavi,
2004; Tewa-Tagne et al., 2007), micelas reversas e gelificacdo iontropica (Agnihotri,
Mallikarjuna ¢ Aminabhavi, 2004).

Recentemente, a focalizagdo hidrodinamica em fluxo continuo e uma fase foi estudada
para a formagao de nanoparticulas de quitosana e reticulada com adenosina trifosfato (ATP)
(Majedi et al, 2012). Neste caso, uma corrente central contendo a quitosana foi
fluidodinamicamente comprimida por duas correntes laterais aquosas contendo ATP, em
dispositivo microfluidico. No entanto, a gelificagdo ionotropica com ATP e a incorporacdo de
acidos nucleicos ainda nao foram avaliadas em ensaios de transfec¢ao, bem como o emprego
desta técnica com TPP. Os autores obtiveram nanoparticulas com tamanho na ordem de 100
nm indice de polidispersidade 0,2, ou seja, 2 vezes menor do que as particulas que
produziram pelo sistema convencional.

Nanoparticulas auto-agregaveis formadas a partir de quitosana modificada
quimicamente foram preparadas em dispositivo no formato T (Majedi et al., 2013). Neste
caso, a variacao do pH permite que esta molécula se auto-agregue (pH 7,4). Desta forma, os
autores utilizaram um dispositivo baseado na focalizagdo hidrodindmica e que possuia na
entrada central a fase aquosa contendo a quitosana hidrofobicamente modificada e nas outras
duas entradas laterais utilizou-se 4gua em pH basico. O tamanho e polidispersidade das
nanoparticulas foi da ordem de 100 nm e 0,2, respectivamente.

Atualmente, um grande desafio tecnoldgico ¢ a produg¢do de micro e nanoparticulas de
poliméricas e mais especificamente de quitosana em sistemas microfluidicos.

2. MATERIAIS E METODOS
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2.1. Materiais
v" Quitosana de baixa massa molar (Sigma Aldrich);
v' Trifosfato pentasodico (TPP) (Sigma Aldrich);;
v Span 80 (Sigma Aldrich);
v" Oleo mineral (Sigma Aldrich);

v’ Kit Sylgard 184 (Dow Corning).

2.2. Métodos

2.2.Producao dos microdispositivos

O primeiro passo para a producdo dos microdispositivos que neste caso eram de PDMS
(polimero utilizado na produgdo de dispositivos) e vidro é o desenho destes no programa
AUTOCAD nas dimensdes em que foram produzidos. O arquivo foi impresso em fotolito e
usado como molde positivo para o processo de litografia macia.

Apoés a preparacao da mascara utilizou-se o kit Sylgard 184 contendo o polimero
poli(dimetilsiloxane) conhecido por PDMS e seu agente de cura. O polimero e seu agente de
cura foram misturados em uma proporcdo de 10:1. Foi realizado o processo de
desgaseificacdo da mistura em dessecador sob vacuo, para entdo ser vertido a madscara
(contida em placa de petri). Depois de se verificar que ndo existia nenhuma bolha no polimero
foi feito o processo de cura que pode ocorrer a temperatura ambiente overnight ou ser
colocada em estufa a 80°C durante 1h. Apds o processo de cura retirava-se o polimero da
mascara. A Figura 3 apresenta uma descricdo geral do processo de formagdo dos
microdispositivos de PDMS.

Figura 3: Processo geral para a produgdo de dispositivos microfluidicos formados por PDMS
(polidimetilsiloxano) Fonte de la Torre et al. 2014.
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O polimero foi entdo retirado da madscara cortando-se com bisturi € em seguida,
utilizando um microscopio e um dispositivo, utilizado na area médica para realizar bidpsia,
realizava-se a entrada e saida dos microcanais, permitindo o acoplamento das tubulagdes de
entrada e saida do dispositivo.

O dispositivo tinha base de vidro, e uma lamina de microscopio era utilizada para
adesao da placa de PDMS. O método para a realizar a adesdo foi o plasma. O procedimento
consistia em colocar o dispositivo de PDMS e a lamina de vidro em dessecador (contendo
base de aluminio). O dessecador era mantido durante 1 minuto sob vacuo (bomba de vacuo).
Em seguida, este sistema com vacuo era colocado em um microondas durante 7 segundos
(30% da poténcia maxima). Em seguida, retirando-se o vacuo, realizava-se a adesdo do
dispositivo de PDMS e da lamina de vidro. O plasma realiza uma mudanga nas superficies de
ambos os materiais e permite a adesao.

Uma foto do dispositivo produzido esta na apresentada na Figura 4:

Figura 4: Foto do dispositivo PDMS/vidro.

2.3. Estudo de vazées para formacao de gotas para a producio de particulas
poliméricas

O projeto de formagdo gotas para producdo de nanoparticulas de quitosana foi baseado no
modelo de dispositivo desenvolvido para a complexacao entre lipossomas e acidos nucleicos (Hsieh et
al., 2009) (Figura 5). A fase aquosa flui pelo canal central a partir de duas entradas distintas
(entrada de quitosana e de agente reticulante, separadamente) que se fundem formando um
fluxo Unico. Este fluxo aquoso sofre um estreitamento pela injecdo de correntes cruzadas de
6leo mineral que geram uma tensdo de cisalhamento e formam gotas aquosas dentro de um
fluxo de 6leo. O surfactante utilizado para estabilizagdo das gotas é Span 80. Este modelo de
dispostivo foi escolhido de maneira a promover melhor eficiéncia de mistura entre a quitosana e o
agente reticulante.

Figura 5: Esquema do sistema microfluidico para a incorporagdo de acidos nucleicos em
lipossomas cationicos e nanoparticulas de quitosana, ampliando o local de estreitamenteo do
microdispositivo onde ocorre a encapsulacao dos complexos em gotas. Adaptado de HSIEH
et al., 2009
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3. RESULTADOS PRELIMINARES

3.1. Processo de formacdo de gotas para producdo de particulas de
poliméricas (quitosama)

Este trabalho de iniciagdo cientifica iniciou-se em Janeiro de 2015 e estd na etapa de
estudo de vazdes para obtengdo de gotas contendo a fase aquosa com QUI e TPP como mostra
a Figura 6 . Esta etapa ¢ extremamente importante para estabilizacdo das gotas formadas e
assim garantir melhor homogeneidade na mistura dentro das gotas. A partir da coleta das
amostras sera realizada separacdo do 6leo e da fase aquosa e assim a caracterizacdo das
nanoparticulas de QUI/TPP a em termos de didmetro hidrodindmico, potencial zeta e
polidispersidade e também morfologia das particulas obtidas.

Figura 6 - Estudo preliminar de obtengdo de gotas a partir do processo microfluidico
para produ¢do de nano/microparticulas de QUI/TPP.
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A etapa inicial deste trabalho teve inicio em Janeiro deste ano com a constru¢do dos
dispositivos microfluidicos e por isso o estudo de vazao para formacdo de gotas ainda esta
sendo investigado..

A Figura 6 mostrada anteriormente apresenta a formagao de gotas de quitosana e TPP.
Neste condi¢do a vazao do 6leo foi de 150 ul/h e a vazdo total da fase aquosa foi de 100
ulL/h. Como ¢ possivel verificar na Figura 6 a formagdo de gotas ¢ homogénea e ¢ possivel
perceber uma mudanga no formato a medida que passam pela serpentina do microcanal que
foi desenhada para promover melhor mistura da quitosana com o TPP. Acredita-se que a
formagdo das particulas ocorra de maneira compartimentalizada dentro das gotas e por isso
apresentam baixa polidispersidade (estudos de caracterizacdo das particulas serao feitos
posteriormente).

4. CONCLUSOES

O processo de formacao de particulas poliméricas em dispositivos microfluidicos ainda
deve ser muito investigado para se atingir condi¢cdes de tamanho, polidispersidade desejaveis.
No ambito do processo de producdo de particulas a partir da formacdo de gotas pouco se ¢
discutido na literatura e por isso muitos pardmetros ainda precisam ser investigados, tais
como: vazdes das correntes aquosas e oleosas, concentracdo do polimero e do agente
reticulante, estabelecimento do tipo e da concentragdo de surfactante, remocgdo do dleo, dentre
outros.

A vazdo estudada preliminarmente produziu gotas homogéneas. Estudos posteriores
visam avaliar diferentes vazdes e suas influéncias no tamanho de particulas obtidas.
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