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INTRODUCAO:

A nanotecnologia se caracteriza como a ciéncia dos fenbmenos e da manipulagdo de materiais as escalas
atdmica, molecular e macromolecular, o que compreende dimensdes entre 1 a 100 nandmetros. Entre as varias areas
de aplicacdo, a nanotecnologia na area médica e farmacéutica tem ganho destaque ao utilizar as propriedades e
caracteristicas fisicas de nanomateriais, tais como: a equivaléncia em escala com moléculas e sistemas biolégicos além
de grande proporcédo de area de superficie para volume, para o tratamento e diagndstico de doengas a nivel molecular
(KIM, B. Y. S., RUTKA, J. T. & CHAN, 2010).

Dentre estes, destacam-se os lipossomas que sdo nanoagregados lipidicos que se configuram como vesiculas
esféricas de uma ou mais bicamadas fosfolipidicas naturais ou sintéticas que envolvem um nucleo aquoso (CARUGO et
al., 2016).

Devido a essa conformacao, os lipossomas séo carreadores de farmacos interessantes uma vez que, moléculas
hidrofilicas podem ser encapsuladas no nucleo aquoso, ao passo que lipofilicos podem ser encapsulados na bicamada
fosfolipidica e anfifilicos podem ficar ancorados na nanoestrutura. (FAN; ZHANG, 2013)

Apesar da nanoestrutura lipossomal mimetizar a membrana celular e permitir a incorporacdo de diferentes
moléculas, uma série de melhorias foram incorporadas aos lipossomas. Com o objetivo de aperfeicoar o potencial de
encapsulagdo e composi¢do das vesiculas que foram criadas em 1965 de forma a corroborar para a ampliacao de
eficacia.

Com o passar do tempo, se tornou evidente que lipossomas "classicos" (12 gera¢éo) possuiam alguns problemas
associados ao uso in vivo, isso porque esses lipossomas apresentavam dificuldade em reter alguns tipos de moléculas
encapsuladas. Esse obstaculo se dava em decorréncia da exposicao as proteinas séricas que afetavam a liberagdo de
medicamentos. Essa limitagdo foi solucionada a partir da alteragdo da composi¢do da bicamada do lipossoma com adicéo
do colesterol (ALLEN; CULLIS, 2013).

A introducdo de colesterol a bicamada lipidica dos lipossomas aumenta sua estabilidade in vivo e in vitro, isso
ocorre porgue colesterol € uma molécula hidrofébica que interage com a bicamada, estabilizando-a. Nesse processo, ha
modulacdo da permeabilidade, induzindo um denso empacotamento de fosfolipidios, o que reduz vazamentos do
conteudo encapsulado nos lipossomas. Além disso, a mudanga para bicamada de fase fluida para uma bicamada de
fase solida também contribuiu para essa redugdo(ALLEN; CULLIS, 2013) (BOZZUTO; MOLINARI, 2015).

Outro bioativo que se demonstrou relevante € a curcumina. Ela é um polifenol hidrofébico atdoxico com
importantes propriedades bioldgicas e farmacolégicas, como anti-inflamatorias, anticarcinogénicas e antibacterianas.

No que diz respeito a produgao de lipossomas, a consideracdo sobre as diferentes técnicas de montagem faz-
se necessaria para producao satisfatoria a fim de garantir um melhor aproveitamento, tendo em vista o potencial de uso
da vesicula para entrega de farmacos.

Dentre as técnicas de produgdo de lipossomas destacam a produgdo em bulk e a producao microfluidica.
Contudo, neste trabalho, concentram-se estudos sobre a produgé@o de lipossomas por microfluidica levando em
consideracéo que a produgao por métodos em bulk produz nanoparticulas menos uniformes necessitando de uma etapa
de p6s processamento.

A microfluidica pode ser definida como a ciéncia e a tecnologia aplicada para o desenvolvimento e controle de
pequenas quantidades de fluidos (10° a 108 litros) por meio de pequenos canais (WHITESIDES, 2006) que percorrem
microdispositivos (ARYA et al., 2013), os quais podem ser fabricados de polimeros, vidro, silicio ou papel (SHEPHERD;
ISSADORE; MITCHELL, 2021)
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A microfluidica é capaz de fornecer um controle sensivel sobre os processos, o que permite dominio sobre as
propriedades de nanoparticulas. Além de ser um processo rapido de producdo ocasionando na economia de reagentes
(SHEPHERD; ISSADORE; MITCHELL, 2021).

No entanto, nos canais dos dispositivos microfluidicos, os fluidos apresentam baixas vazdes, o canal possui
baixo diametro hidraulico e elevada velocidade de escoamento o que resulta em um nimero de Reynolds baixo o que
caracteriza o escoamento como laminar, apresentando um escoamento em paralelo das correntes. Nessa situacao, as
correntes fluem sem vortices e a mistura ocorre apenas por meio da difusdo molecular, um processo lento quando
comparado a convecgao.

Em consequéncia dessa caracteristica de escoamento, garantir a mistura entre as correntes, a fim de assegurar
uma eficiéncia de encapsulagédo adequada dos compostos é um desafio para a microfluidica, que pode ser amenizado
aumentando a area de contato entre as correntes. Dessa forma, a geometria do dispositivo é uma das caracteristicas
determinantes para eficacia do processo.

A adveccédo cadtica é uma técnica para aumentar a produtividade da sintese de nanoestruturas lipidicas em
comparacdo a métodos microfluidicos convencionais baseados em difusdo, os quais tem como principal limitacdo a
baixa produtividade, com vazdes residindo na faixa de yL/min e baixas concentragées finais (ES et al., 2020; FIRMINO
et al., 2021).

Ela pode ser aplicada em microdispositivos que se utilizam de maiores vazdes (ha escala de mL/min ou mais).
Nesse caso, 0 escoamento é caracterizado pela geragao de fluxos secundarios através da recirculagéao do fluido dentro
do canal de mistura. Esse perfil de mistura é gerado através da interacdo de cisalhamento do fluido com as paredes ou
barreiras inseridas no canal.

Dessa maneira, a porcao de fluido que entra em contato com as barreiras ou curvas inseridas no microcanal tem
sua velocidade bruscamente diminuida, e quando se encontra com a porcao de fluido em maior velocidade, o fendbmeno
é entdo desencadeado. Essa técnica tem como principal vantagem o aumento da produtividade e melhor controle sobre
0 processo de mistura, através do uso de elevadas vazdes e melhoramento da mistura causada pelo entrelagamento
das linhas de corrente (DI CARLO, 2009; SONG et al., 2003).

O micromisturador 3D (HFR-MD) avaliado recentemente

em nosso grupo de pesquisa (FIRMINO et al, 2021), € um tipo de T
dispositivo que faz uso da técnica de advecgédo cadtica e demostra Exhanol + ipid
' al > -

sua viabilidade. s
Dessa maneira, este trabalho fez uso da técnica de ";gua /

adveccdo caltica para producdo de lipossomas por meio do ’

dispositivo microfluidico HFR-MD (Figura 1), no qual faz-se a

mistura entre a corrente central contendo os lipidios solubilizados

em etanol seco e duas correntes laterais contendo agua Figura 1:Representacéo esquemdtica de dispositivo HFR-MD

ultrapurapara para encapsulacdo do bioativo curcumina.

e
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METODOLOGIA:

Producao de Dispositivo Microfluidico de alta taxa de fluxo (HFR-MD)

O dispositivo microfluidico de alta taxa de fluxo (HFR-MD) foi fabricado utilizando o método scaffold, adaptado de
Firmino et al, 2021. Utilizou-se um molde composto por duas partes: base de vidro e laterais plasticas: a base de vidro
contém 7 cm x 10 cm e a lateral plastica foi fabricada usando uma impressora 3D (Seth3D AiP) com tecnologia de
impressao por extrusdo. O polimero utilizado na impressora foi o acido polilatico (PLA) nao téxico
com menor contragdo e menor probabilidade de sofrer deformagéo. A moldura lateral impressa
tinha 7,8 cm x 4,1 cm x 1,6 cm e 0,4 cm de espessura.

A montagem do dispositivo inicia-se com a unido da base
lateral com a base de vidro fazendo o uso do material do
préprio dispositivo e cura por 20 minutos no forno a 45 °C. Em
seguida, trés fios de nylon foram inseridos nos orificios da
peca do molde, estes foram unidos e esticados na
extremidade oposta que contém um anico furo, sendo que em
cada um dos furos havia uma agulha auxiliar. Posteriormente,
0 molde deve ser preenchido com uma mistura de monémeros Figura 2:Dispositivo HFR-MD
M e agente de cura na proporcdo de 10: 1 p/p. produzido

Figura 3:Etapa de producéo Por fim, o PDMS foi curado em um forno de laboratério
do microdispositivo a 90° por 40 min. Espera-se um dia para remogéao dos fios de nylon e com um alicate e para
soltar o dispositivo do molde
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Producao dos lipossomas em sistemas microfluidicos

Para a sintese de lipossomas em sistemas microfluidicos de fluxo continuo, sera utilizado o microdispositivo de
focallzagao hidrodinamica descrito no item 2.1. Na corrente central sdo inseridos lipidios dispersos em etanol e nas
— ‘ | @mg7] correntes laterais agua ultrapura. A formagdo de nanoparticulas sera
monitorada em microscépio invertido Nikon, modelo ECLIPSE Ti-U, com
0 emprego de bombas seringas, modelo PHD2000 (Infuse/Withdraw),
da Harvard Apparatus. Apds o preparo das nanoparticulas, estas serao
armazenadas e refrigeradas a 8°C. As caracterizagdes fisico-quimicas
deverao ser realizadas dentro de 24 horas ap6s sua formagao.

A analise | foi feita produzindo lipossomas considerando
concentracao de lipideo de 5 mM, vazao total de 5 mL/ min e quatro
FRRs (razdo de vazao) diferentes a serem analisadas: FRR 1, FRR 5,
FRR 10 e FRR 15, sendo a razdo de vazao calculada pelo quociente
entre duas vezes a razao aquosa pela razao alcodlica.

2
. ) . . FRR = (@)
Figura 4:Produgdo de lipossomas Q.

A andlise |l fez
0 uso da melhor FRR produzida na Andlise | e fez adigdo do bioativo
curcumina para produc¢d do lip-Cur (lipossomas com curcumina). A
metodologia foi adaptada do protocolo estabelecido no artigo de
Gomez Mascaraque 2017. A curcumina foi adicionada ao EPC em
solugdo alcodlica nas concentragdes em proporges massicas: 0,5, 1,
1,5, 2 e 4%.

Figura 5:Solugdes de diferentes concentragbes de curcumina
Caracterizagdo Fisico-Quimica dos lipossomas

Diametro Hidrodindmico Médio e indice de Polidispersidade

O diametro hidrodindmico médio e o indice de polidispersidade das nanoparticulas serdo medidos utilizando o
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, WORCS, Reino Unido) através da técnica de espalhamento de
luz dindmico (Dynamic Light Scattering — DLS). As medidas seréo realizadas utilizando laser He-Ne a 633 nm e fonte de
energia de 4,0 mW, com deteccéo em angulo de espalhamento de 173° (backscattering). Cada medida sera realizada
em triplicata e os valores obtidos serado utilizados para obter o tamanho médio das particulas em termos de intensidade
e numero. J4 em relacéo ao indice de polidispersidade, este varia entre 0 e 1 e quanto mais proximo o valor se encontra
de 1, maior é a polidispersidade dos nanoagregados. Assim como o tamanho, a dispersidade é fornecida pelo
equipamento durante a realizacdo das medidas.

Eficiéncia de encapsulacdo dentro dos lipossomas

A eficiéncia de encapsulacéo foi quantificada pela quantidade de curcumina retida nos lipossomas em comparacao
a quantidade de curcumina inicialmente colocada na disperséo. As dispersdes produzidas foram centrifugadas a 100g e
4 C para 5 min usando uma centrifuga Heal Force Neofuge 23R (Thanes Science, Tailandia). Essas condi¢des foram
otimizadas em testes preliminares precipitar os cristais ndo encapsulados de curcumina e ndo os lipossomas. O
sobrenadante foi diluido 4 vezes com etanol dissolvendo os lipossomas e a curcumina. A concentracdo de curcumina
entdo foi calculada por espectroscopia UV-vis a 425 nm usando um termoespectrofotdbmetro modelo Genesys 6 (Nova
York, EUA), por meio de uma curva de calibragdo (R2 = 0,9887)(y=129,34x — 0,0947). Dessa forma, foi possivel
determinar a eficiéncia de encapsulagdo (EE) e a capacidade de carregamento (LC) conforme as Egs. (2) e (3),
respectivamente.

massa de curcumina encapsulada (experimental)
massa total de curcumina adicionada (teérica)

EE(%) =

massa de curcumina encapsulada (experimental)

LC(%) =
(%) massa total de lipideos adicionados (tedrica)

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Estdo dispostos na Tabela 1,2 os melhores resultados obtidos ao longo de todos os ensaios realizados no
microdispositivo HRF-MD. Os resultados para diametro hidrodindmico e PDI foram obtidos por meio de triplicatas
independentes. Foram utilizados fluxos totais de 5 mL/min e concentracao de lipidios na disperséo alcodlica foi de 5 mM.

Tabela 1: Andlise | — Teste de producéo de lipossomas para estudo de melhor FRR para lipideo EPC

Caracteristicas Fisico-Quimicas Lipossomas

FRR Média de Diametro hidrodindmico (nm) PDI
1 138,3 + 3,13 0,101 + 0,005
5 41,42 + 4,06 0,228 £ 0,093
10 36,99 +1,15 0,284 + 0,009
15 68,21 + 11,96 0,185+ 0,112

Intensity (Percent)
=

o

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)
Figura 6: Distribuigcdo por intensidade da FRR 1 reprodugdo do software Zetasizer Nano ZS

Tabela 2: Andlise Il — Teste de producéo de lipossomas contendo curcumina para FRR 1 para estudo de melhor
concentragdo de curcumina para lipideo EPC

Curcumina(%m/m) EE (%) LC (%)
0,5% 71,8 £13,55 0,41 + 0,07
1% 70,3 £ 3,40 0,74 £ 0,03
1,5% 81,8+791 1,30+ 0,14
2% 65,1+ 16,17 1,41 +£0,35
4% 61,4+ 15,07 2,93+ 0,66

Tabela 3: Analise Il - Estudo de Caracteristicas Fisico-Quimicas Lip-Cur em concentracdo massica de 1% de
curcumina

FRR Média de Diametro hidrodindmico (nm) PDI

1 345+10,8 0,163 = 0,107

Por meio desses experimentos foi possivel notar que ha uma tendéncia de reducéo do tamanho dos lipossomas de
acordo com a diminui¢do da corrente alcodlica (maiores FRRs). Para o lipideo EPC a FRR 1 se demonstrou a mais adequada
para producéo de lipossomas. O valor obtido esta condizente com o obtido por Firmino et al 2021 no qual a Média de Diametro
hidrodindmico (nm) para as mesmas condi¢des experimentais foi de 175,55 + 2,65 e PDI 0,106 + 0,011.

Para a Analise Il a produgdo de 1% em massa apresentou 0os menores desvios e um valor condizente aos estudos de
Firmino et al 2021 no qual a eficiéncia de encapsulagao foi de 63,8+ 5,84 e capacidade de carregamento de 1,58+ 0,15. No que
diz respeito a questdes estruturais o lipideo EPC é insaturado, isso permite que existam espacos gerados pelas dobras das
cadeias de acil que favorecem a acomodagédo da curcumina préximo ao ndcleo da membrana. Esperava-se que com a adigao
na curcumina aos lipossomas houvesse aumento das vesiculas devido a desestabilizacdo da bicamada como indicado pela
literatura. Esse fendmeno foi observado como indicado nas Tabelas 1 e 3.
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CONCLUSOES:

O desenvolvimento desse projeto pode reunir um conjunto de informa¢des importantes para realizagdo de
projetos posteriores para estudos e mais entendimento sobre o processo de producgéo de lipossomas com diferentes
formulagbes microfluidicas, em especial 0 microdispositivo que favorece a advecgédo cadtica.

A realizagdo desse projeto ndo acarretou maiores dificuldades em minha situacdo académica, com a
participacao no laboratério e reunides, percebo um grande desenvolvimento como estudante a profissional.

No que diz respeito as caracteristicas dos lipossomas formados é possivel dizer que de forma geral as vesiculas
formadas atingiram as tendéncias de dimensdes esperadas de forma consideravelmente satisfatéria para FRR 1 e para
o Lip-Cur com concentracdo de 1%. De forma que, para as outras configuragdes sdo necessarias mais investigacoes.

Uma possivel possibilidade de andamento desse trabalho é a ampliagéo da investigacao experimental de novas
concentracdes de curcumina.
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