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RESUMO - A quitosana € um biopolimero catidnico amplamente utilizado nas
areas farmacéutica e médica. A partir da glicosilacdo a quitosana apresenta uma
maior aplicabilidade bioldgica por apresentar-se totalmente solvel em agua com
pH neutro. Nanoparticulas de quitosana podem ser obtidas por varias tecnicas,
dentre as quais destaca-se a microfluidica, que utiliza dispositivos capazes de
processar pequenas quantidades de fluidos, permitindo operagfes continuas e
processos reprodutiveis. Este trabalho tem como principal objetivo o estudo da
producdo de nanoparticulas de quitosana glicosilada utilizando o agente
reticulante tripolifosfato de sddio para futuras aplicagdes em gene delivery. Para
isso, estudou-se um dispositivo microfluidico de focalizagdo hidrodinamica de
geometria longa, empregando uma corrente central de 4gua e correntes laterais
formadas por solugbes de quitosana glicosilada e tripolifosfato de sodio. A
caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas foi realizada em termos de
potencial zeta, tamanho e polidispersidade. Avaliou-se a influéncia do pH na
formacdo de nanoparticulas e as caracteristicas mais favoraveis foram obtidas
em condicdes acidas (pH 4). Nesse caso, para uma concentracdo final de
quitosana glicosilada de 0,4 mg/mL, foram produzidas nanoparticulas com indice
de polidispersidade de 0,03 + 0,02 e 242 + 2 nm de diametro médio.

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, nanoparticulas de quitosana tém mostrado grande aplicabilidade para
0s processos de veiculacdo de farmacos e acidos nucleicos (drug e gene delivery) (Fan et al.,
2012). A terapia génica consiste na introducdo de acidos nucleicos ao material genético
intracelular do paciente a fim de induzir a producédo de proteinas especificas, inibir a inducéo
de um gene especifico ou reverter mutacdes génicas indesejaveis (Jeong et al., 2007). O
interesse na aplicacdo de polimeros naturais, em especial a quitosana (CHI), como vetores ndo
virais de terapia génica aumentou significativamente na Gltima década por apresentarem
diversas vantagens sobre compostos sintéticos, como baixa toxicidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade (Bulmer et al., 2012).

No entanto, a aplicacdo de quitosana em sistemas bioldgicos é dificultada, pois seu
grupo amino primario apresenta um valor de pKa de 6,5 e, consequentemente, a molécula é
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insolivel em 4gua em pH fisiologico (7,4) (Strand et al., 2008). Por sua vez, a quitosana
glicosilada (GlyCHI) possui uma maior aplicabilidade bioldgica por apresentar-se totalmente
solivel em &gua com pH neutro (Yu et al., 2008). Strand et al. (2008) comprovaram a eficacia
de transfec¢do celular, ou seja, de entrega intracelular de &cidos nucleicos de interesse, a partir
de oligdmeros formados de GlyCHI.

Nanoparticulas de quitosana podem ser produzidas por varios métodos, sendo que a
gelificagdo ionotropica estd entre os mais utilizados. Essa técnica baseia-se na interacéo
eletrostatica da quitosana com polieletrélitos de ions opostos. Um polianion bastante utilizado
é o tripolifosfato de sodio (TPP) (Carrillo et al., 2014). Além disso, a producdo de
nanoparticulas por meio de dispositivos microfluidicos também vem sendo estudada. A
microfluidica é caracterizada pelo estudo e manipulacdo de fluidos em escala micrométrica
(Whitesides, 2006) e permite a sintese de nanoparticulas com composi¢do, morfologia,
tamanho e distribuicdo de tamanho em processos reprodutiveis (Hasani-Sadrabadi et al.,
2012; Karnik et al., 2008). Deste modo, a microfluidica emerge como tecnologia promissora
no desenvolvimento de processos para a producgédo de nanoparticulas de quitosana.

Nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi explorar os parametros operacionais de
producdo de nanoparticulas de quitosana glicosilada utilizando o agente reticulante
tripolifosfato de sodio em sistemas microfluidicos para futuras aplicagcbes em terapia génica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Quitosana glicosilada (GlyCHI) e tripolifosfato pentasodico (TPP), adquiridos da
empresa Sigma Aldrich. Acido acético glacial adquirido da Labsynth (Diadema, SP, Brasil).
Para construcdo dos dispositivos microfluidicos, utilizou-se o Sylgard 184 Elastomer Kit da
Dow Corning (Midland, MI, EUA).

2.2 Métodos

Producdo dos dispositivos: Os dispositivos foram construidos a partir de litografia
macia em polidimetilsiloxano (PDMS), sendo selados com vidro através de plasma de O». Os
microcanais apresentaram dimensées retangulares com 140 pum de largura e aproximadamente
50 um de altura. Os microdispositivos foram preparados no Laboratério de Microfabricacdo
no Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais — CNPEM. Para este estudo, avaliou-
se o dispositivo de focalizacdo hidrodinamica de geometria longa (Figura 1).

Producdo das nanoparticulas de quitosana: Com auxilio de bombas seringa do modelo
PHD2000 (Infuse/Withdraw) da Harvard Apparatus, solucdes de GIlyCHI e TPP foram
injetadas nas correntes laterais do dispositivo microfluidico, e agua ultrapura foi inserida na
corrente central (Figura 1). A razdo entre a soma das vazdes das correntes laterais com relacéo
a vazdo da corrente central foi definida pelo valor de FRR (Flow Rate Ratio).

Caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas: A caracterizagdo das nanoparticulas
foi feita em termos de: (i) didmetro médio e indice de polidispersidade (PDI), através da
técnica de espalhamento de luz dindmico, e (ii) densidade de carga (potencial zeta), utilizando
equipamento Zetasizer Nano ZS da Malvern Instruments.
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Figura 1 — Esquema ilustrativo do dispositivo microfluidico de focalizagdo hidrodindmica de
geometria longa utilizado na producéao de nanoparticulas de GlyCHI e TPP. No detalhe, é
possivel observar o ponto de focalizacdo das correntes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o processo de producgéo de nanoparticulas desenvolvido neste trabalho, o valor de
FRR foi mantido constante e igual a 1,3, correspondente a vazdo de cada corrente lateral
ambas iguais a 25 pl/min, e a vazao da corrente aquosa central de 40 pL/min. As outras
variaveis operacionais envolvidas, como a relagdo massica (Rgiychirer) entre GlyCHI e TPP,
as concentraces das solucbes de GIyCHI e TPP e o pH das solugbes utilizadas foram
estudadas a fim de se obter as melhores condicdes operacionais.

3.1 Estudo da razdo massica entre GlyCHI e TPP (RaiycHiter) em pH 7

Para avaliar a formacéo de nanoparticulas de GlyCHI e TPP, o pH das solugdes de agua,
GlyCHI e TPP foi mantido em 7, tendo em vista que a GlyCHI é solavel neste pH. Apos
estudo prévio das condicdes de processo, a concentracdo final de GlyCHI foi fixada em 0,4
mg/mL. Os resultados da analise dessas amostras encontram-se nas figuras 2 (A) e 2 (B).

Figura 2 - Valores de (a) Didmetro médio (ponderado por nimero) e indice de
Polidispersidade (PDI) e (b) Potencial Zeta (mV) obtidos a partir de nanoparticulas
produzidas para diferentes valores de relacdo massica (Reiycrirer) em pH 7.
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Como pode-se observar pela Figura 2, os valores de diametro médio das nanoparticulas
apresentaram valores muito proximos entre si e ndo seguiram alguma tendéncia com relacéo
aos valores de Raiychirer. O potencial zeta das solucbes coletadas aumentou com o valor de
RaiycHiree, COMO era esperado pelo aumento das cargas positivas provenientes dos grupos
amino da GlyCHI (Lee et al., 2004), porém apresentou-se negativo ou muito préximo de zero.
Esse fator pode limitar a aplicabilidade biol6gica das nanoparticulas produzidas, pois, além de
ndo apresentarem estabilidade coloidal, os valores positivos de potencial zeta seriam
desejaveis para aplicacdes de gene delivery, considerando a interagdo entre 0s vetores nao
virais cationicos e a membrana celular negativa (la Fuente, de et al., 2008).

Além disso, o indice de polidispersidade das particulas formadas apresentou-se elevado
independentemente da razdo massica, chegando proximo a 1,0 em alguns casos. Com base
nesses resultados, considerou-se que as particulas produzidas ndo se mostraram apropriadas
para futuras investigacGes. Deste modo, estudou-se a influéncia do pH das solucGes de agua,
GlyCHI e TPP para a producéo de nanoparticulas.

3.2 Estudo do efeito do pH na producéo das nanoparticulas

Para avaliar o efeito do pH nas caracteristicas das nanoparticulas de GIyCHI/TPP, as
solucgdes de agua, GlyCHI e TPP tiveram o pH ajustado para 4. A hipotese estabelecida para
essa investigacdo foi de garantir que 0s grupamentos amina mantivessem sua caracteristica
catibnica, pela reducdo do pH, para favorecer as interacbes com o TPP. Nesse caso, manteve-
se a condicdo do estudo anterior de concentracao final de GlyCHI em 0,4 mg/mL e adotou-se
o0 valor de Reiycriree igual a 2. As caracteristicas das amostras coletadas foram comparadas
com os resultados obtidos no item anterior para Reiychitee igual a 2, como apresentado nas
Figuras 3 (A) e 3 (B).

Figura 3 — Valores de (A) Diametro médio e PDI (linha vermelha apenas para facilitar a
vsualizacao) e (B) Potencial Zeta (mV) para nanoparticulas produzidas nos pHs 4 e 7 com
concentracdo final de GlyCHI igual a 0,4 mg/mL e RaiycHirep igual a 2.
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O estudo da variacdo de pH das solugdes demonstrou uma grande influéncia sobre as
caracteristicas das particulas produzidas. Quando comparadas ao sistema em pH 7, as
particulas GIyCHI/TPP produzidas em pH 4 apresentaram um valor de PDI muito menor e um
valor de potencial zeta maior e positivo, como desejado. 1sso pode ser justificado pelo fato de



I Xll Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica
s 2017 em Iniciagao Cientifica

CONGRESSO BRASILEIRQ DE ENGENHARIA UFSCar - Séo Carlos - SP
QUIMICA EM INICIACAO CIENTIFICA 16 a 19 de Julho de 2017

que, em meio &cido, os grupamentos amina do polimero estdo protonados e mais disponiveis
para a interacdo eletrostatica com os grupamentos fosfato do TPP. Em decorréncia do
aumento de didametro médio das particulas em pH 4, estudou-se como a concentracdo final de
GlyCHI influencia no tamanho das particulas a fim de se obter os melhores parametros
operacionais do processo.

3.3 Estudo da concentracéao final de GlyCHI em pH 4

A partir dos resultados obtidos nos itens anteriores, realizou-se um estudo da
concentracdo final de GIlyCHI. Esse estudo teve como objetivo encontrar a maior
concentracdo de GlyCHI que permita a formacdo de nanoparticulas com propriedades fisico-
quimicas adequadas. Dessa forma, foram produzidas nanoparticulas de GIlyCHI/TPP
mantendo-se RgiycHiree igual a 2, com pH das solucdes de dgua, GlyCHI e TPP iguais a 4. A
caracterizacdo fisico-quimica das amostras coletadas encontra-se nas Figuras 4 (A) e 4 (B).

Figura 4 — Valores de (A) Diametro médio (nm) e PDI e (B) Potencial Zeta (mV)
obtidos a partir de nanoparticulas produzidas para diferentes valores de concentracéao
final de GlyCHI com Rcwiree igual @ 2 em pH 4.
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Pela analise da Figura 4 (A), pode-se observar que o tamanho das particulas tende a
aumentar com o aumento da concentracdo de GlyCHI. Essa tendéncia é esperada porque uma
maior concentracdo de GlyCHI no sistema favorece uma maior interacdo polimero-polimero
(Evans e Wennerstrom, 1999), provavelmente levando o agente reticulante a complexar uma
proporcdo mais alta de polimero por particula, o que resulta em um maior tamanho de
particula.

Além disso, verificou-se que o PDI apresentou valores entre 0,25 e 0,03, que sdo muito
interessantes para aplicacGes futuras em nanomedicina. Para a concentracdo de 0,4 mg/mL,
foi obtido um valor de PDI de 0,03, indicando que a amostra é monodispersa, 0 que é
desejavel para garantir a reprodutibilidade da producéo das nanoparticulas.

Os valores de potencial zeta obtidos foram todos positivos, e observou-se uma
diminuicdo do potencial zeta com 0 aumento da concentracdo de GlyCHI. 1sso ocorre devido
a maior interacdo polimero-polimero com o aumento da concentragdo, 0 que acarreta numa
menor exposicdo das aminas protonadas da GlyCHI na disposi¢do final das nanoparticulas,
resultando em uma carga superficial menos positiva (Bulmer et al., 2012).
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4. CONCLUSOES

Os estudos realizados no presente trabalho demonstraram a producdo de nanoparticulas
de GIyCHI/TPP a partir de um sistema microfluidico simples e com elevada
reprodutibilidade. Embora a GlyCHI seja soltvel em pH 7, fato que poderia contribuir para a
aplicabilidade biol6gica das nanoparticulas, a producdo em pH 4 mostrou-se mais favoravel
para a producdo de nanoparticulas de GIlyCHI/TPP com baixa polidispersidade e
potencialmente interessantes para aplicacbes em terapia génica.
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